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Relatorio Descritivo 
PRODUTO FARMACEUTICO E PROCESSO PARA SUA PRODUQAO 

Campo da Invengao 

A presente invencao e relacionada a produtos farmaceuticos e a 
processos para a produgao de produtos farmaceuticos. Mais especificamente, 
a presente invencao e relacionada a produtos farmaceuticos que compreendem 
graos de polen que contem sua composicao proteica alterada atraves de 
modificacao genetica na planta que os produz. Os processos de producao dos 
referidos produtos farmaceuticos da presente invencao compreendem o cultivo 
de plantas com modificagao genetica que proporcione a alteracao da 
composicao molecular dos graos de polen, tornando-os uteis no tratamento de 
alergias, doencas autoimunes, na vacinagao de mamiferos, e em aplicacoes 
diagnosticas in vitro. 

Antecedentes da Invengao 

Os processos de obtencao de compostos economicamente relevantes 
vem mudando significativamente nos ultimos anos area da Biotecnologia. As 
fermentacoes industrials tradicionais, por exemplo, eram a principal opgao 
tecnologica para a produgao de polipeptideos, enzimas, antibioticos e outras 
substancias de interesse economico ate recentemente. Entretanto, na medida 
em que os conhecimentos sobre microbiologia, bioquimica e genetica dos 
organismos envolvidos nos processos fermentativos foram aumentando, as 
tecnologias de produgao foram sendo adaptadas e modificadas. O 
desenvolvimento das tecnicas de biologia molecular foi marcante neste 
contexto: alem de propiciar ferramentas para a compreensao dos mecanismos 
bioquimicos, geneticos e evolutivos das muitas especies estudadas, a Biologia 
Molecular impulsionou o desenvolvimento de inumeras alternativas de 
produgao industrial de diversas substancias, em funcao da possibilidade de 
combinacao das caracteristicas de diferentes organismos. 
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O mercado atual apresenta grande demanda de produtos e processos 
na area de Saude Humana e/ou Animal e o interesse no desenvolvimento de 
tecnologias nesta area continua. Do ponto de vista da tecnologia industrial, 
varios fatores podem ser considerados como limitantes ou "gargalos" 
tecnologicos. De especial retevancia na produgao de substancias 
economicamente importantes destacam-se os custos envolvidos na purificagao, 
o que muitas vezes demanda uma serie de etapas complexas e custosas. A 
determinagao do custo de novos produtos terapeuticos e urn processo bastante 
complexo, se consideradas as etapas envolvidas desde a concepgao do 
produto ate sua colocagao no mercado. Urn dos fatores que impactam no custo 
e a tecnologia utilizada, especialmente quando se trata de produtos biol6gicos 
cuja sfntese quimica ainda nao foi desenvolvida ou que apresenta 
desvantagens tecnicas ou economicas. O avanco da tecnologia do DNA 
recombinante possibilitou a produgao de proteinas e outras substancias em 
quantidades virtualmente ilimitadas. Entretanto, o sistema de expressao 
utilizado tern marcante influencia sobre a natureza do produto e sobre o 
processo de produgao. Urn bom exemplo ilustrativo e a produgao do Ativador 
do Plasminogens de Tecidos (tPA), agente anti-trombolftico utilizado no 
tratamento de infarto do miocardio, trombose e embolia pulmonar. Esta 
substantia, quando produzida por Escherichia coli ou por cultivo de celulas de 
ovario de hamster (CHO) modificadas geneticamente, apresenta diferengas 
significativas quanta a estrutura (glicosilagao, necessidade de renaturagao etc.) 
e ao processo de produgao, que reflete no seu prego. Em E. coli, 12% dos 
custos de produgao de tPA sao referentes a etapa fermentativa do processo, 
sendo 88% devidos a purificagao. Em contrapartida, a produgao por CHO 
apresenta 75% do custo referente ao cultivo celular e 25% na purificagao 
(Datar et al, "Process Economics of Animal Cells and Bacterial Fermentations: 
A Case Study Analysis of Tissue Plasminogen Activator" Bio/Technology 
11:349-357, 1993). Estas diferengas sao significativas, podendo influir 
decisivamente na escolha do processo a ser utilizado. Entretanto, ainda outros 
fatores tern especial importancia na escolha do sistema de produgao, como 
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capital para a instalagao da fabrica, custo das materias-primas, necessidade de 
pessoal qualificado (e seu custo) e aspectos ambientais e de seguranga. 

O Modelo Vegetal 

Um sistema de produgao de substantias de origem biologica mais 
seguro e econSmico pode ser idealizado em plantas transgenicas, cultivadas 
em areas contidas (estufas) ou em areas agrfcolas. Adicionalmente, o sistema 
vegetal de producao de substantias de interesse farmaceutico oferece varias 
vantagens, podendo-se mencionar, dentre outras, a ausencia de virus animais 
e de outros produtos de celulas animais, alem da ausencia de contaminagoes 
tfpicas de processos fermentativos bacterianos, de leveduras ou de celulas 
animais. Neste contexto, o conhecimento dos mecanismos geneticos e 
bioqufmicos de alguns modelos vegetais e razoavelmente grande, destacando- 
se, entre outras plantas, Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum e Oryza 
Sativa. Dentre as principals vantagens do uso do sistema vegetal para a 
produgao de substantias de interesse econdmico, enfatiza-se a maior 
facilidade de aumento de escala, fundamental quando se trata de polipeptideos 
e/ou protefnas de interesse industrial. No caso do uso de microrganismos 
(recombinantes ou nao), as etapas envolvidas no aumento de escala, ou 
"scale-up", normalmente sao limitantes da economia do processo. Isto ocorre 
por varios motivos, entre eles a nao linearidade das relagoes determinantes do 
rendimento do processo (transferencia de oxigenio, fatores reologicos, 
demanda de energia do processo etc.), custo dos equipamentos necessarios a 
produgao e necessidade de pessoal adequadamente capacitado. No caso do 
sistema vegetal, os componentes de custo mencionados sao muito menores, 
pois o aumento de escala e mais simples e tende a linearidade. Alem disso, na 
avaliagao da economia de um processo industrial, devem ser consideradas 
algumas estrategias que visem eliminar o maior numero posslvel de etapas de 
purificagao. Alem disso, plantas sao metabolicamente capazes de realizar 
modificagSes pos-traducionais complexas como, por exemplo, glicosilagoes, o 
que amplia o escopo de possiveis antiegnos ou candidates a vacinas a serem 
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produzidos por plantas. Neste sentido, a estrategia da presente invengao 
compreende o desenvolvimento de sistemas de expressao que levam em 
consideragao a localizacao celular e sub-celular mais apropriadas em fungao 
dos produtos desejados e, principalmente, da eliminagao de etapas de 
5 purificagao. 

Os sistemas reprodutivos de A. thaliana e N. tabacum tern sido 
extensamente estudados nos ultimos anos e sao adequados a logica da 
eliminagao de etapas de purificagao da presente invengao. O ponto de partida 
para a idealizagao da presente invengao foi o conhecimento existente sobre os 

10 genes envolvidos no desenvolvimento reprodutivo vegetal e, mais 
particularmente, aqueles relacionados ao desenvolvimento do tapete de antera, 
ha alguns anos urn dos objetos de estudo do Laborat6rio de Genetica 
Molecular Vegetal, Departamento de Genetica, Instituto de Biologia da 
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Trabalhos anteriores do Laborat6rio 

15 de Genetica Molecular Vegetal nesta area formam o estado da tecnica da 
presente invengao. De urn lado, o conhecimento sobre a expressao dos genes 
envolvidos na formagao da inflorescencia de A. thaliana (Franco, dissertagao 
de mestrado, UFRJ, 1992) auxiliou na compreensao da fungao das protefnas 
tipo oleosina, estudadas mais recentemente com tecnicas de biologia molecular 

20 associadas a microscopia (Ferreira, tese de doutorado, UFRJ, 1997). De outro 
lado, estao tambem disponiveis conhecimentos sobre os mecanismos de 
regulagao dos genes codificantes das proteinas tipo oleosina, estudadas com o 
auxflio do gene marcador 8-glucuronidase (GUS) (Scholte, tese de doutorado, 
UFRJ, 1998). Ainda mais recentemente, uma estrategia de modificagao da 

25 composigao proteica da superficie externa de graos de p6len foi descrita por 
Foster et al "Modifying the pollen coat protein composition in Brassica", Plant 
Journal 31(4):477-486, 2002, tambem descrita no documento WO 99/49063, 
dos mesmos autores. Entretanto, nem estas nem nenhuma das refer§ncias 
citadas fazem qualquer alusao ou sugestao do uso de plantas modificadas 

30 geneticamente como processos de produgao de produtos farmaceuticos em 
tecidos e celulas do sistema reprodutivo masculino vegetal, nem tampouco ao 
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uso de graos de polen integros oriundos de plantas modificadas geneticamente 
como produtos farmaceuticos para uso em imunoreagoes, como vacinas ou 
como reativos para diagndstico, que coletivamente formam os objetos da 

presente invengao. 

Para os efeitos da presente invengao, entende-se como "tecidos e 
celulas do sistema reprodutivo masculino vegetal" os tecidos ou celulas do 
sistema reprodutivo masculino vegetal, incluindo anteras, tapete de antera, 
graos de polen, partes dos mesmos e combinagoes dos mesmos. Para os 
efeitos da presente invencao, entende-se como "imunoreagoes" todas as 
reagoes envolvendo celulas e/ou moleculas do sistema imune de mamfferos, 
incluindo celulas mononucleares como macr6fagos e linfocitos B e T, 
neutrofilos, eosinofilos, alem de antlgenos, anticorpos, citocinas e outros 
mediadores qufmicos do sistema imune, incluindo partes dos mesmos e suas 
combinagoes. Para os efeitos da presente invengao, entende-se como 
"polipeptideo heterologo" qualquer seqiiencia de aminoacidos nao 
naturalmente produzida pela planta, mas cuja sintese na planta decorre da 
modificagao genetica realizada na planta da presente invengao. Sem limitar o 
escopo da presente invengao destaca-se, como de especial importancia, o uso 
de graos de polen que contenham pelo menos urn polipeptideo heter6logo. 

A presente invengao proporciona meios de contornar algumas das 
dificuldades da tecnica de produgao e uso de polipeptfdeos de interesse 
terapeutico e/ou diagnostico. Por urn lado, graos de polen sao estruturalmente 
estaveis, provavelmente como decorrencia da necessidade de sucesso 
reprodutivo. Assim sendo, sua "evolugao" para resistir a estresses ambientais 
dos mais variados e util a 16gica de uso como produto, uma vez que a elevada 
estabilidade e favoravel e desejavel. Em urn aspecto adicional, os graos de 
polen da presente invengao podem ser utilizados Integros em certas 
aplicagoes, o que dispensa necessidade de purificagao. Como exemplos, aqui 
usados para ilustrar a presente invengao, mas nao para limitar seu escopo, 
graos de polen Integros contendo polipeptldeos heterologos possibilitam: a 
utilizagao direta como antlgenos na confecgao de kits de diagnostico, em 
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especial para screening; o seu uso como vacina de aplicagao preferencial em 
mucosas ou por via sub-cutanea. 

O polen e constantemente associado a reagoes atergicas associadas a 
sua presenga, pois algumas pessoas apresentam espirros, coceiras, tosse, 
5 irritagao nasal, lacrimejamento e asma quando expostas ao polen de certas 
plantas. Estas particulas sao transportadas pelo ar em grande quantidade, 
normalmente em periodos da primavera. Quando entram em contato com a 
mucosa nasal ou a garganta, podem disparar reagoes alergicas conhecidas 
como polinose ou rinite alergica sazonal (para mais detalhes, ver Balda et a/, 

10 "Tree-pollen Allergy is Efficiently Treated by Short-term Immunotherapy (STI) 
with Seven Preseasonal Injections of Molecular Standardized Allergens". 
Allergy 53, 740-748, 1998). Como qualquer processo alergico, a polinose e 
uma sensibilidade elevada a algumas substancias presentes no polen, o que 
varia consideravelmente de pessoa para pessoa, embora parega haver 

15 correlagao familiar. Na maioria das reagoes alergicas, o sistema imune 
responde a urn "alarme falso", mobilizando o ataque contra o alergeno. O 
organismo produz grandes quantidades de IgE especfficas, que se ligam aos 
mastocitos nos tecidos e aos basofilos no sangue. Quando o alergeno encontra 
o IgE, ocorre a liberagao de histamina, prostaglandinas, leucotrienos e outras 

20 substancias que causam os sintomas da alergia (para mais detalhes, ver 
Batanero et a/, "IgE-binding and Histamine-release Capabilities of the Main 
Carbohydrate Component Isolated from the Major Allergen of Olive Tree Pollen, 
Ole e 1". J Allergy Clin Immunol 103, 147-153, 1999). Algumas estrategias tern 
sido desenvolvidas para a obtengao de vacinas contra doengas autoimunes e 

25 alergias, sendo em geral baseadas na indugao da tolerancia. Por exempio, 
alergenos conhecidos de graos de polen, quando preparados em forma 
encapsulada, se mostraram eficientes na indugao de tolerancia mediante 
administragao via nasal. Entretanto, os metodos disponfveis de encapsulagao 
de alergenos/antigenos sao laboriosos e custosos, alem de em geral 

30 acarretarem a desnaturagao dos referidos aiergenos/antfgenos. A bordagem da 
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presente invengao possibilita resolver estes problemas, mediante a produgao 
de alergenos/antfgenos heterologos em graos de p6len. 

Devido a sua natural habilidade em estimular a produgao de IgE e IgG 
especfficas, partimos da hipotese de que polen poderia vir a ser urn bom 
5 candidato a carregador e apresentador de antfgenos vacinais em mucosas 
como, por exemplo, para uso direto em imunizagao pela via nasal. Alem da ja 
mencionada elevada estabilidade estrutural do polen, considera-se como 
caracteristica adicional da presente invengao possibilitar o uso de graos de 
polen fntegros como vacinas. Interessantemente, uma das metas explicitadas 

«0 pela Organizagao Mundal da Saude (OMS) e o desenvolveimento de novos 
sistemas para delivery de antfgenos vacinais ao trato respiratorio. Alem disso, 
recen tes trabalhos demonstraram que vacinas derivadas de plantas 
transgenicas, quando aplicadas na forma de po seco, se apresentam como 
soiugao preferida para resolver o problema da falta de homogeneidade das 

15 concentrates de antfgenos produzidas em plantas (para referencias, ver Sala 
et a/., "Vaccine antigen production in transgenic plants: strategies, gene 
constructs and perspectives". Vaccine 21:803-808, 2003; Mielcarek et ai 
"Nasal vaccination using live bacterial vectors". Advanced Drug Delivery 
Reviews 51:55-69, 2001). Por outro lado, a recomendagao da OMS para a 

20 vacina contra o tetano, por exemplo, e a administragao de tres doses 
consecutivas do respectivo antigeno. Esta administragao repetida apresenta 
desvantagens econdmicas e logfsticas, uma vez que parte dos pacientes nao 
retorna para a segunda dose e as campanhas de vacinagao tern como fator 
limitante a necessidade da cadeia de frio, vez que praticamente todas as 

25 vacinas sao termolabeis. A disponibilidade de vacinas em graos de polen se 
apresenta como capaz de solucionar estes mencionados problemas, sendo de 
facil aplicagao (sem injegoes), facilmente padronizavel e de elevada 
estabilidade termica, podendo ajudar a contornar os problemas logfsticos 
inerentes as campanhas de vacinagao. Estas vantagens abrem boas 

30 perspectivas para o estudo e desenvolvimento desta via de imunizagao em 
combinagao com a forma de apresentagao da presente invengao. 



8/40 



Diversos esforgos t§m sido envidados nas ultimas duas decadas no 
sentido de se desenvolver vacinas de subunidades para uso humano e 
veterin£rio. As vacinas de subunidades sao baseadas em componentes 
individuals derivados do agente infeccioso, e normalmente tern baixa 
5 imunogenicidade devido a ausencia de outros constituintes celulares, dos quais 
em geral sao purificados. Assim sendo, no desenvolvimento de vacinas e 
desejavel planejar a utilizagao de outras substancias que tenham o potencial de 
aumentar a resposta imune aos antigenos em questao, o que e normalmente 
feito com o uso de adjuvantes. Celulas inteiras ou partes de celulas podem 

10 funcionar como auto-adjuvantes, o que e favoravel a abordagem da presente 
invengao. A identificagao de um antigeno apropriado e apenas o primeiro passo 
no desenvolvimento de uma vacina de subunidade, pois tamb6m sao 
necessarios sistemas adjuvantes adequados e sistemas de apresentagao (ou 
"delivery") do respectivo antigeno. Um adjuvante pode ser qualquer material 

15 que aumente a resposta imune humoral e/ou celular ao(s) antigeno(s), sendo 
geralmente aceito na literatura que certos adjuvantes agem atraves da 
liberagao gradual dos antigenos as celulas do sistema imune. Trabalhos 
recen tes (Wiedermann, et al. "Modulation of an allergic immune response via 
the mucosal route in a murine model of inhalative type-I allergy" Intl. Arch. 

20 Allergy Immunol. 118:129-132, 1999) demonstram que preparagoes antigenicas 
na forma particulada tambem podem aumentar a incorporagao de antigenos 
pelas celulas processadoras de antigenos do sistema imune. Neste contexto, o 
uso de graos de p6len fntegros, devido a sua natureza particulada, propicia 
esta vantagem adicional para o caso de aplicagao em vacinas. 

25 Independentemente de se conhecer exatamente o mecanismo especffico 
envolvido, e sabido que tanto a imunidade celular como a humoral podem ser 
estimuladas em graus variados dependendo do antigeno, do adjuvante, do 
protocolo de administragao e das especies envolvidas. 

Para desenvolver uma vacina efetiva e comercialmente viavel, deve ser 

30 observada a relagao entre os custos de produgao e a capacidade de produgao 
em larga escala da preparagao antigenica e do sistema adjuvante. Por outro 
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lado, o ndmero crescente de vacinas em desenvolvimento e do numero de 
injegoes requeridas para um programa de imunizagao amplo em criangas, por 
exemplo, gera custos elevados e preocupacao sobre a potencial 
descontinuidade de programas de vacinagao. Isto torna altamente desejavel a 

5 disponibilizagao de vias alternativas de imunizagao, principalmente aquelas que 
possibilitem a chamada vacinagao multivalente, ou seja, a que possibilite 
apresentar multiplos antigenos ou epftopos simultaneamente. Neste contexto, 
plantas transgenicas tern sido objeto de diversas tentativas de obtengao de 
vacinas "comestiveis", devido as suas notaveis vantagens em termos de custos 

10 de produgao e da administragao das corresposndentes vacinas. Entretanto, as 
vacinas produzidas em plantas transgenicas destinadas ao consumo oral 
apresentam a desvantagem de ter que resistir a barreira gastro-intestinal, que 
destroi significativa porgao dos antigenos vacinais. Por conta disso, o estado 
da tecnica demonstra que a quantidade de antigenos requerida para uma 

15 efetiva resposta imune mediante administragao oral de vacinas produzidas em 
plantas transgenicas e da ordem de 100 a 1000 vezes maior do que a 
quantidade de antigenos requerida para uma efetiva imunizagao parenteral 
(para referenda, ver Carter III, J.E., and Langridge, W.H.R. "Plant-based 
vaccines for protection against infectious and autoimmune diseases". Critical 

20 Reviews in Plant Sciences 21(2), 93-109, 2002; Streatfield and Howard "Plant- 
based vaccines". International Journal for Parasitology 33, 479-493, 2003). 
Assim sendo, persiste a necessidade de desenvolver novas alternativas para 

contornar esta dificuldade. 

A via de entrada da maioria dos agentes patogenicos e a superficie 

25 mucosa, sendo que grande parte das infecgoes e localizada nos tecidos 
mucosos ou submucosos. Entretanto, as vacinas injetaveis convencionais sao 
pouco eficientes para a indugao de resposta imune em mucosas. Em fungao 
disso, numerosos trabalhos vem sendo realizados no sentido de disponibilizar 
alternativas de imunizagao em mucosas, o que inclui, por exemplo, a 

30 incorporagao de antigenos em particulas maiores (como lipossomos, 
complexos imunoestimulatorios, microesferas), que aumentam a eficiencia de 
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resposta imune nos tecidos mucosos. Por outro lado, o uso de adjuvantes 
adequados e normalmente muito importante para a estimulagao do tipo de 
resposta imune desejada. Dentre os adjuvantes conhecidos, pode-se destacar, 
no ambito da presente invengao, os oleos vegetais. Uma vantagem primaria do 
5 uso de adjuvantes de oleos vegetais sobre o uso de oleos minerals e que os 
6leos vegetais sao metabolizaveis e, portanto, mais facilmente tolerados. A 
literatura de patentes e repleta de exemplos de uso de oleos vegetais como 
adjuvantes de vacinas, incluindo as patentes WO 01/95934 "The use of plant 
oil-bodies in vaccine delivery systems" e WO 02/00169 "Production of vaccines 

10 using transgenic plants or modified plant viruses as expression vectors and 
transencapsideted viral coat proteins as epitope presentation systems". A 
maioria destas patentes revela formulagoes e usos de emulsoes agua-em-6leo 
ou oleo-em-agua, que sao preparadas pela mistura de composigoes quimicas 
puras. Entretanto, nenhum dos documentos citados revela ou sugere o uso de 

15 tecidos ou celulas do sistema reprodutivo masculino vegetal como, por 
exemplo, graos de polen integros, ou mesmo partes deles, como produto 
farmaceutico util em imunoreagoes ou como uma combinagao antigeno- 
adjuvante para imunizagao de aplicagao preferencial em mucosas. Neste 
contexto, a presente invengao proporciona uma alternativa tecnica e 

20 comercialmente vtevel de produgao de urn produto farmaceutico 
potencialmente util no tratamento de disfungoes do sistema imune de 
mamfferos, que possibilita, entre outras caracteristicas, a produgao de multiplas 
substancias em um unico sistema. 



25 Sumario da Invengao 

Tendo em vista as limitagoes do estado da tecnica e demais relatos 
citados acima, a presente invengao proporciona produtos farmaceuticos e 
processo para sua produgao em plantas modificadas geneticamente. Os 
produtos da presente invengao compreendem tecidos e/ou celulas do sistema 
30 reprodutivo masculino vegetal, incluindo substancias bioativas para uso em 
Saude Humana e/ou Animal. Em um aspecto, a presente invengao proporciona 
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um processo de produgao de produtos farmaceuticos que contorna as 
dificuldades de produgao e logfstica de distribuigao e armazenamento dos 
respectivos produtos. Em um outro aspecto, a presente invengao proporciona 
um processo de produgao de produtos farmaceuticos para uso em 
5 imunoreagoes, atraves da expressao, em tecidos reprodutivos masculinos 
vegetais, de genes marcadores, genes codificantes de antigenos e/ou 
polipeptideos terapeuticos. Em ainda outro aspecto os produtos farmaceuticos 
da presente invengao sao uteis na imunomodulagao de mamiferos. Em um 
aspecto adicional, os produtos farmaceuticos da presente invengao sao 
10 potencialmente uteis em reagoes imunodiagnosticas. Esses e outros aspectos 
consituem os objetos da presente invengao, e ficarao mais aparentes atraves 
de sua descrigao detalhada e das respectivas figuras anexas, bem como das 

* 

reivindicagSes. 

15 Descrigao Detalhada da Invengao 

Para avaliar a aplicabilidade do uso de tecidos e celulas do sistema 
reprodutivo masculino vegetal como produtos farmaceuticos, foram avalidas as 
situagoes que poderiam ser consideradas como mais criticas ao seu uso. 
Assim sendo, as aplicagoes testadas, embora nao limitando o escopo da 

20 presente invengao, sao apresentadas aqui como o uso de gras de polen 
mtegros como vacinas, imunoterapicos e/ou reativos para diagnostico. Para 
tanto, foram desenvolvidas construgoes genicas visando a expressao de um 
gene marcador de forma que sua presenga nas estruturas subcelulares 
vegetais e nos graos de polen pudesse ser mais facilmente anaiisada. 

25 Diferentes construgoes genicas contendo o gene marcador gus (codificante da 
enzima (3-glucuronidase) foram avaliadas: (i) o vetor binario pDE1001 para 
transformagao de plantas de N. tabacum contendo o gene marcador gus sob 
controle do promotor PvChit (promotor da quitinase de feijao, Phaseus vulgaris, 
cuja construgao genica foi detalhada em Lima et a/., (2002) Bean class IV 

30 chitinase promoter is modulated during plant development and under abiotic 
stress. Physiologia Plantarum 116:512-521, em construgao aqui denominada 
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pPvchitA1200gus, Figura 1) que possibilita a expressao intracelular da enzima 
glucuronidase (GUS) em graos de polen de tabaco; e (ii) o vetor binario para 
transformacao de plantas pCambia 1 303 (Figuras 4 e 6) como o receptor das 
fusoes AXGRP1 7-GUSGFP sob o controle do promotor de uma proteina rica em 

5 glicina - AtGRP17 - de A. thaliana (anteriormente chamada de AtGRP7 por de 
Oliveira et al. "Inflorescence-specific genes from Arabidopsis thaliana encoding 
glycine-rich proteins". Plant J. 3:495-507, 1993). Esta ultima construcao visa 
possibilitar a expressao da fusao AtGRPI 7-GUSGFP na superffcie externa de 
graos de polen, de forma a viabilizar a testagem dos graos de polen assim 

10 obtidos para as aplicagoes propostas na presente invencao. 

Exemplo 1 - Obtencao de graos de polen de tabaco "WT" e "GM" 

Plantas de tabaco (N. tabacum) selvagens da linhagem SR1 , referidas 
na presente invencao como "WT", e tambem plantas de tabaco transformadas 

15 com o vetor pPvchitA1200gt/s (Figura 1), disponfveis de trabalho anterior 
(Viviane Moreira, tese de doutorado, UFRJ, 2002, tambem descrita em Lima et 
al., "Bean class IV chitinase promoter is modulated during plant development 
and under abiotic stress". Physiologia Plantarum 116:512-521, 2002) foram 
cultivadas em casa de vegetacao ate a formacao de flores maduras. A 

20 linhagem de tabaco modificada geneticamente na presente invengao e referida 
como "GM", e produz graos de p6len com composicao alterada, contendo a 
enzima GUS em seu interior. Para a coleta dos graos de p6len, o seguinte 
procedimento foi adotado: a medida em que ocorria a deiscencia, as flores 
inteiras (Figura 2) eram removidas das plantas selvagens e GM e as anteras 

25 integras eram transferidas para tubos Eppendorf, com o auxflio de bisturi. O 
peso medio dos graos de p6len presentes em cada inflorescencia foi medido 
em balanca analitica, fazendo-se a dlferenciagao entre o peso total com 
anteras e o peso total sem as anteras, apos homogeneizagao e consequente 
remocao dos graos de polen presentes nas referidas anteras. O peso medio de 

30 graos de p6len presentes em cada flor foi de 1 mg, e, consequentemente, de 
cada antera 0,2 mg, dado que uma flor de N. tabacum tern 5 anteras. 
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10 

Exemplo 2 - Avaliagao da estabilidade de GUS em graos de polen "GM" 

A estabilidade de graos de p6len mantidos em temperatura ambiente foi 
avaliada qualitativamente atraves da verificagao da presenga da atividade de 

5 enzima p glucuronidase (GUS) nos graos de polen GM. Para tanto, foram 
realizadas reagoes colorimetricas utilizando-se 1 pL do composto X Glue em 
100 pL de tampao fostato 0,1 M pH 7 e graos de p6len transgenics (ntegros 
contendo a enzima GUS. Nos testes realizados em laboratorio, a atividade da 
enzima GUS foi mantida por pelo menos urn ano de estoque em temperatura 

•\0 ambiente. Neste contexto, e oportuno ressaltar que as condicoes fisico- 
quimicas necessarias a manutengao da atividade uma enzima sao muito mais 
estritas do que as condicoes necessarias a manutengao da imunogenicidade 
de uma sequencia polipeptidica. Assim sendo, estes resultados demonstram a 
elevada estabilidade de polipeptideos heter6logos expressos em graos de 

15 polen de N. tabacum "GM", o que e desejavel no ambito das aplicacoes da 
presente invengao. 

Analise da resposta imune de ratos a Graos de Polen de tabaco 

Como a presente invencao e relativa a novas tecnologias de produgao e 
20 formulacao de produtos farmaceuticos de especial aplicagao em imunoreagoes, 
como, por exemplo, imunomoduladores, vacinas e reativos de diagnostico, a 
analise da imunoreatividade dos graos de polen em diferentes condigoes e 
ponto de partida para a avaliagao de sua aplicabilidade. A aborgadem utilizada 
aqui incluiu o estudo da resposta imune de ratos (Ratus novergicus) Wistar 
25 femeas submetidas a diferentes formas de exposigao a graos de polen. 

O potencial dos graos de p6len em induzir inflamagao em ratos apos 
diferentes esquemas de administragao de graos de p6len de tabaco WT foi 
avaliado. As respostas celulares de animais submetidos a diferentes esquemas 
de exposigao/sensibilizagao foram monitoradas atraves contagem das celulas 
30 presentes em lavado bronco alveolar ou em fluido pleural, e atraves da 
verificagao da formagao de edema de pata, enquanto as respostas moleculares 
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foram monitoradas pela observgao de extravasado proteico, medigao das 
concentragoes de IgE e IgG totais sericos por ELISA, e de IgG sericos 
especfficos contra proteinas de graos de p6len por Western Blot. 

Grupos de 3 a 6 animais, conforme indicado, foram submetidos a 

5 diferentes regimes de administragao de suspensoes de solucao salina 
contendo graos polen de tabaco WT ou GM, nas concentragoes de 0, 5, 50 e 
500 pg por animal (concentragoes tomando por base o peso medio de 1 mg 
polen por flor de tabaco), com 6u sem a administragao conjunta de hidroxido de 
aluminio (5 mg por animal) como adjuvante. A verificagao da ocorrencia ou nao 

10 de inflamagao localizada na cavidade bronco-alveolar ou na cavidade pleural 
foi feita respectivamente atraves de lavagem bronco-alveolar ou lavagem 
pleural, seguida de contagem de leucocitos totais em camara de Neubauer e 
contagem relativa de monocitos, neutrofilos e eosin6filos ap6s centrifugagao 
sobre lamina de vidro, sendo ambas as contagens feita com o auxilio de 

15 microscopio 6tico. Conforme ficara demonstrado nos experimentos que se 
seguem, em nenhuma das condigoes testadas houve ocorrencia significativa 
de alteragao de contagens celulares consistentes com quadro de inflamagao. 
Adicionalmente, em nenhuma das condigoes testadas houve alteragao do 
exsudato proteico que fosse tipica de quadro inflamat6rio. Amostras de soro 

20 dos animais submetidos as diferentes condigoes de experimentagao foram 
coletadas e armazenadas para posterior analise molecular. Novamente, em 
nenhuma das condigoes de administragao de graos de polen testadas houve 
aumento significativo das concentragoes de IgE e IgG serico total, conforme 
medigao quantitativa por ELISA. Os resultados das tabelas a seguir 

25 demonstram que nenhuma das diferentes condigoes de administragao de graos 
de polen aos animais acarretou reag5es do tipo alergico-inflamatorias. 
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Exemplo 3 - Resposta imune de ratos submetidos a uma unica injegao 3^ 
intrapleural 

Tabela 1 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Os animais foram submetidos a 
5 uma injegao intrapleural de 5 jig de graos de polen de tabaco selvagem (100 
jaL em solugao salina). A tabela apresenta as contagens celulares em lavado 
pleural 4 h apos desafio. 



N 


CAM 
Leu tot 


Mono 

% 


Eos 

% 


Neut 

% 


Mono 
milhoes 


Eos 
milhoes 


Neut 
milhoes 


1 


17 


85 


15 


0 


4,34 


0,77 


0 


2 


25 


83 


17 


0 


6,23 


1,28 


0 


3 


16 


85 


15 


0 


4,08 


0,72 


0 


Media 










4,88 


0,92 


0 


Desvio 










1,17 


0,31 


0 


E.P.M 










0,83 


0,22 


0 



10 Legendas: CAM Leu tot, leucbcitos totais contados em camara de Neubauer; Mono, monocitos; 
Eos, eosinofilos; Neut, neutrofilos; E.P.M. , erro padrao da media. 



Tabela 2 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R 
15 novergicus Wistar e respectivos resultados. Os animais foram submetidos a 
uma injegao intrapelural de 50 jag de graos de polen de tabaco selvagem (100 
jiL em solugao salina). A tabela apresenta as contagens celulares em lavado 
pleural 4 h apos desafio. 



N 


CAM 
Leu tot 


Mono 

% 


Eos 

% 


Neut 

% 


Mono 
milhoes 


Eos 
milhoes 


Neut 
milhoes 


1 


17 


86 


14 


0 


4,39 


0,71 


0 


2 


12 


78 


22 


0 


2,81 


0,79 


0 


3 


17 


88 


11 


1 


4,49 


0,56 


0,05 


Media 










3,89 


0,69 


0,02 


Desvio 










0,94 


0,12 


0,03 


E.P.M 










0,67 


0,08 


0,02 



20 

Tabela 3 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Os animais foram submetidos a 
uma injegao intrapelural de 500 fig de graos de polen de tabaco selvagem (100 
25 jiL em solugao salina). A tabela apresenta as contagens celulares em lavado 
pleural 4 h apos desafio. 
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N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


milhoes 


1 


20 


82 


18 


0 


4,92 


1,08 


0 


2 


21 


81 


19 


0 


5,10 


1,20 


0 


3 


23 


89 


11 


0 


6,14 


0,76 


0 


Media 










5,39 


1,01 


0 


Desvio 










0,66 


0,23 


0 


E.P.M 










0,47 


0,16 


0 



93 



Os resultados das tabelas 1-3 demonstram que em nenhuma das 
condigoes testadas houve alteragao estatisticamente significativa das 
contagens celulares em lavado pleural, indicando que a administrate de graos 
5 de polen nestas condigoes nao induz a resposta inflamatoria caracterfstica das 
alergias. Em vista destes resultados, uma nova bateria de experimentos foi 
conduzida utilizando urn ntimero maior de animais e de exposigSes aos graos 
de polen. 



10 

Exemplo 4 - Resposta imune de ratos submetidos a sucessivas injegoes 
intrapleurais 

Tabela 4 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
15 novergicus Wistar e respectivos resultados. Injegao intrapleural de solugao 
salina (como controle, 100 y.L por animal) em tres exposigoes sucessivas com 
intervalo de uma semana entre cada exposigao. A tabela apresenta as 
contagens celulares em lavado pleural 4 h apos desafio por injegao intrapleural 
de 5 \xg de graos de polen em volume de 100 por animal. 

20 



N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


milhoes 


1 


44 


78 


3 


19 


11,67 


0,45 


2,84 


2 


30 


78 


17 


5 


7,02 


1,53 


0,45 


3 


24 


77 


16 


7 


5,54 


1,15 


0,50 


Media 










8,08 


1,04 


1,27 


Desvio 










3,20 


0,55 


1,37 


E.P.M 










2,26 


0,39 


0,97 
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. 3^ 

Tabela 5 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Injegao intrapleutral de 5 ug de 
graos de p6len de tabaco selvagem (em solugao salina; injegao de 100 uL por 
5 animal) em tres exposigSes sucessivas com intervalo de uma semana entre 
cada exposigao. A tabela apresenta as contagens celulares em lavado pleural 4 
h ap6s desafio por injegao intrapleural de 5 ug de graos de polen em volume de 
100 uL por animal. 



N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


milhoes 


1 


27 


85 


13 


2 


6,89 


1,05 


0,16 


2 


45 


77 


8 


15 


10,40 


1,08 


2,03 


3 


52 


64 


11 


25 


11,32 


1,94 


4,42 


4 


85 


69 


8 


23 


19,94 


2,31 


6,65 


Media 










12,13 


1,60 


3,31 


Desvio 










5,54 


0,63 


2,82 


E.P.M 










3,20 


0,36 


1,63 
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Tabela 6 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Injegao intrapleutral de 50 jag de 
graos de p6len de tabaco selvagem (em solugao salina; injegao de 100 uL por 
animal) em tr§s exposigoes sucessivas com intervalo de uma semana entre 
1 5 cada exposigao. A tabela apresenta as contagens celulares em lavado pleural 4 
h apos desafio por injegao intrapleural de 50 ug de graos de polen em volume 
de 100 uL por animal. 



N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 


Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


milhoes 


1 


50 


68 


14 


18 


10,20 


2,10 


2,70 


2 


37 


69 


14 


17 


7,66 


1,55 


1,89 


3 


145 


71 


16 


13 


37,06 


8,35 


6,79 


4 


36 


81 


10 


9 


8,75 


1,08 


0,97 


Media 










15,92 


3,27 


3,09 


Desvio 










14,13 


3,41 


2,57 


E.P.M 










8,16 


1,97 


1,48 



20 Tabela 7 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Injegao intrapleutral de 500 ug de 
graos de p6len de tabaco selvagem (em solugao salina; injegao de 100 uL por 
animal) em tres exposigoes sucessivas com intervalo de uma semana entre 
cada exposigao. A tabela apresenta as contagens celulares em lavado pleural 4 
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h apos desafio por injegao intrapleural de 500 jig de graos de polen em volume 
de 10 0 uL por animal. 

Neut 




Os resultados das tabelas 4-7 demonstram que nao houve alteracao 
estatisticamente significativa das contagens celulares em iavado pleural nas 
condigoes de administragao consecutiva de 5 e 50 ng de graos de polen. Na 
condigao de administragao de 500 jxg de graos de polen houve significativo 
aumento nas contagens de celulas mononucleares e neutrofilos, e aumento 
(embora nao significativo estatisticamente) de eosinofilos. Estes resultados sao 
tambem apresentados na figura 3, paineis A, B e C, respectivamente. O 
aumento observado nas contagens celulares dos animais submetidos a 
administragao de 500 ng de graos de polen demonstra que os animais sao 
responsivos somente em concentragoes extremas de graos de polen. 
Entretanto, a administragao intrapleural de graos de polen na faixa de 
concentragao de ate 50 ng por animal, em 3 administragoes consecutivas, nao 
induz resposta inflamatoria caracterfstica das alergias. Como as condigoes 
tipicas de administragao intrapleural de antigenos dificilmente excede a 
concentragao de 20 ng por animal, estes resultados demonstram que injegoes 
intrapleurais de graos de p6len podem, surpreendentemente, ser utilizadas em 
esquemas de imunizagao ou imunoterapia em animais, sem com isso induzir a 
formagao de quadro tipo alergico-inflamatorio. Para verificar a resposta dos 
animais submetidos a administragao de graos de polen pela via intranasal, uma 
outra bateria de experimentos foi conduzida, conforme demonstrado nas 
tabelas a seguir. 
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Exemplo 5 - Resposta imune de ratos submetidos a duas sucessivas 
instilagoes intranasals 

5 Tabela 8 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de pdlen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Instilagao intra-nasal de solugao 
salina (como controle, 50 [it por narina em cada animal) em duas exposures 
sucessivas com intervalo de uma semana entre cada exposigao. A tabela 
apresenta as contagens celulares em lavado bronco-alveolar de animais 
10 normals 4 h apos a ultima instilagao. 



N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


cont. 


cont. 


cont. 


Milhar. 


Milhar. 


Milhar. 


1 


74 


73 


9 


18 


1351 


167 


333 


2 


28 


89 


0,5 


10,5 


623 


4 . 


74 


3 


45 


99 


1 


0 


1114 


11 


0 


4 


26 


30 


0 


70 


195 


0 


455 


Media 










820,6 


45,3 


215,4 


Desvio 










515,5 


80,9 


214,3 


E.P.M. 










297,6 


46,7 


123,7 



Tabela 9 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
15 novergicus Wistar e respectivos resultados. Instilagao intra-nasal de 5 \ig de 
graos de polen de tabaco selvagem (em solugao salina; instilagao de 50 \xL por 
narina) por animal em duas exposigoes sucessivas com intervalo de uma 
semana entre cada exposigao. A tabela apresenta as contagens celulares em 
lavado bronco-alveolar 4 h apos a ultima instilagao intra-nasal. 



N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


mil hares 


milhares 


milhares 


1 


127,5 


54 


23 


23 


1721 


701 


765 


2 


64 


70 


0 


30 


1120 


0 


480 


3 


81 


71 


0 


29 


1438 


0 


587 


4 


41 


97 


0 


3 


994 


0 


31 


5 


38,5 


85 


0 


15 


818 


0 


144 


Media 










1218,3 


140,3 


401,5 


Desvio 










360,9 


313,6 


306,7 


E.P.M. 










180,5 


156,8 


153,4 



Tabela 10 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Instilagao intra-nasal de 50 |ag de 
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graos de polen de tabaco selvagem (em solucao salina; instilagao de 50 jjL por 
narina) por animal em duas exposicoes sucessivas com intervalo de uma 
semana entre cada exposigao. A tabela apresenta as contagens celulares em 
lavado bronco-alveolar 4 h apos a ultima instilagao intra-nasal. 



N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 


Leu tot 


% 


% 


% 


milhares 


milhares 


milhares 


1 


223 


46 


0 


54 


2565 


0 


3011 


2 


147 


62 


1 


38 


2279 


37 


1397 


3 


37 


95 


0 


5 


879 


0 


46 


4 


30 


97 


0 


3 


728 


0 


23 


5 


68 


100 


0 


0 


1700 


0 


0 


Media 










1629,9 


7,4 


895,2 


Desvio 










943,7 


18,4 


1323,8 


E.P.M. 










409,1 


I 8,2 


I 661,9 I 



Tabela 11 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a^R 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Instilagao nasal de 500 jxg de graos 
10 de polen de tabaco selvagem (em solugao salina; instilagao de 50 juL por 
narina) por animal em duas exposigoes sucessivas com intervalo de uma 
semana entre cada exposigao. A tabela apresenta as contagens celulares em 
lavado bronco-alveolar 4 h apos a ultima instilagao intra-nasal. 



N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 


Leu tot 


% 


% 


% 


milhares 


milhares 


milhares 


1 


68,5 


70 


0 


30 


1199 


0 


514 


2 


48 


77 


0 


23 


924 


0 


276 


3 


86 


62 


0 


38 


1333 


0 


817 


4 


135 


62,5 


0 


37,5 


2109 


0 


1266 


media 










1391,3 


0 


718,1 


desvio 










508,1 


0 


426,9 


E.P.M. 










293,3 


0 


I 246,5 | 



Exemplo 6 - Resposta imune de ratos submetidos a tres sucessivas 
instilagoes intranasals 

Tabela 12 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
20 novergicus Wistar e respectivos resultados. Instilagao nasal de solugao salina 
(como controle, 50 \xL por narina em cada animal) em tres exposigoes 
sucessivas com intervalo de uma semana entre cada exposigao. A tabela 
apresenta as contagens celulares em lavado bronco-alveolar de animais 
normais. 
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M 
IN 


CAM 


IVI VI Iv 


t- VO 


Neut 


Mono 

III vl IV 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


Milhares 


milhares 


milhares 


1 


49 


83 


0 


17 


1017 


0 


208 


2 


35 


96 


0 


4 


840 


0 


35 


3 


69 


59 


0 


41 


1018 


0 


707 


4 


47 


84 


0 


6 


987 


0 


71 


5 


58 


57 


0 


43 


827 


0 


624 


media 










937,6 


0 


328,9 


desvio 










96,2 


0 


315,3 


E.P.M. 










48,1 


0 


157,6 



Tabela 13 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Instilagao intra-nasal de 5 \xg de 
graos de polen de tabaco selvagem (em solugao salina; instilagao de 50 \xL por 
narina) por animal em tres exposigoes sucessivas com intervalo de uma 
semana entre cada exposigao. A tabela apresenta as contagens celulares em 



N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 


Leu tot 


cont. 


cont. 


cont. 


milhares 


milhares 


milhares 


1 


79 


53 


0 


47 


1047 


0 


928 


2 


60 


60 


4 


36 


900 


60 


540 


3 


53,6 


31 


0 


69 


415 


0 


925 


4 


103 


62 


0 


38 


1597 


0 


979 


media 










989,7 


15 


842,8 


desvio 










486,3 


30 


203,4 


E.P.M. 










280,7 


17,3 


117,4 



Tabela 14 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de p6len a R. 
-*0 novergicus Wistar e respectivos resultados. Instilagao intra-nasal de 50 |ig de 
graos de polen de tabaco selvagem (em solugao salina; instilagao de 50 jjL por 
narina) por animal em tres exposigoes sucessivas com intervalo de uma 
semana entre cada exposigao. A tabela apresenta as contagens celulares em 
lavado bronco-alveolar 4 h apos a ultima instilagao intra-nasal. 



N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


%. 


milhares 


milhares 


milhares 


1 


119 


37 


0 


63 


1101 


0 


1874 


2 


93 


88 


0 


12 


2046 


0 


279 


3 


66 


97 


0 


3 


1601 


0 


50 


4 


86 


77 


3 


20 


1656 


65 


430 


media 










1600,7 


16,1 


658,2 


desvio 










387,8 


32,3 


825,7 


E.P.M. 










223,9 


18,6 


476,7 
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Tabela 15 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Instilagao intra-nasal de 500 de 
5 graos de polen de tabaco selvagem (em solugao salina; instilagao de 50 \iL por 
narina) por animal em tres exposigoes sucessivas com intervalo de uma 
semana entre cada exposigao. A tabela apresenta as contagens celulares em 
lavado bronco-alveolar 4 h apos a ultima instilagao intra-nasal. 



N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 


Leu tot 


% 


% 


% 


milhares 


i milhares 


milhares 


1 


83 


50 


0 


50 


1038 


0 


1038 


2 


90 


82 


0 


18 


1845 


0 


405 


3 


104 


98 


0 


2 


2548 


0 


52 


4 


53 


47 


0 


53 


623 


0 


702 


5 


45 


66 


0 


34 


743 


0 


383 


media 










1359,2 


0 


515,9 


desvio 










817,8 


0 


371,5 


E.P.M. 










| 408,9 


I 0 


I 185,8 I 



10 

Os resultados das tabelas 12-15 demonstram que em nenhuma das 
condigoes testadas houve alteragao estatisticamente significativa das 

15 contagens celulares em lavado bronco-alveolar, indicando que a administragao 
de graos de polen nestas condigoes nao induz a resposta inflamatoria 
caracteristica das alergias. Em vista destes resultados, uma nova bateria de 
experimentos foi conduzida utilizando urn numero maior de animais e de 
exposigoes aos graos de p6len. Estes resultados sao tambem apresentados na 

20 figura 3, paineis A, B e C, respectivamente, que demonstram claramente que 
nao houve alteragao estatisticamente significativa das contagens celulares em 
lavado pleural nas condigoes de administragao consecutiva de 5, 50 e 500 \xg 
de graos de polen. 



23/40 



Exemplo 7 - Resposta imune de ratos submetidos a uma injegao 
subcutanea seguida de "booster" - desafio com 10 jxg de graos de polen 
na cavidade pleural. 

5 Tabela 16 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R 
novergicus Wistar e respectivos resultados. A tabela apresenta as contagens 
celulares em lavado pleural de animais normais nao submetidos a nenhum 
esquema de sensibilizagao ou desafio. 



N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


milhoes 


1 


39 


87 


12 


1 


11,5 


1,6 


0,1 


2 


34 


81 


19 


0 


8,3 


1,9 


0 


3 


26 


89 


11 


0 


7,4 


0,9 


0 


4 


33 


77 


23 


0 


7,6 


2,3 


0 


5 


40 


86 


13 


1 


11,7 


1,8 


0,1 


Media 










9,3 


1,70 


0,05 


Desvio 










2,13 


0,51 


0,07 


E.P.M. 










1,07 


0,25 


0,04 
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Tabela 17 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Injegao subcutanea de solugao 
salina (segundo controle, 100 uL por animal) seguida de booster nas mesmas 
15 condigoes apos 7 dias. A tabela apresenta as contagens celulares em lavado 
pleural 4 h apos desafio (7 dias apos o booster, ou seja, no dia 14) por injegao 
intrapleural de 10 ^g de graos de p6len em volume de 100 ^iL de solugao salina 
por animal. 



N 


CAM 
Leu tot 


Mono 

% 


Eos 

% 


Neut 

% 


Mono 
milhoes 


Eos 
milhoes 


Neut 
milhoes 


1 


29 


67 


33 


0 


6,6 


3,3 


0 


2 


53 


24 


5 


71 


3,9 


0,8 


11,7 


3 


39 


63 


36 


1 


7,4 


4,2 


0,1 


Media 










5,97 


2,76 


3,93 


Desvio 










1,8 


1,75 


6,70 


E.P.M. 










1,27 


1,24 


4,74 



20 

Tabela 18 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Injegao subcutanea de 50 |ag de 
25 graos de polen de tabaco selvagem - WT (100 \iL por animal, em solugao 
salina) seguida de booster nas mesmas condigoes apos 7 dias. A tabela 
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apresenta as contagens celulares em lavado pleural 4 h apos desafio (7 dias 
apos o booster, ou seja, no dia 14) por injegao intrapleural de 10 |j,g de graos 
de polen em volume de 100 jaL de solugao salina por animal. 



N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


milhoes 


1 


31 


51 


35,5 


13,5 


6 


4,2 


1.6 


2 


24 


80 


17,5 


2,5 


6,1 


1,3 


0,2 


3 


29 


63 


30,5 


6,5 


5,5 


2,7 


0,6 


4 


26 


50 


46 


4 


3,9 


3,3 


0,6 


5 


28 


82 


14 


4 


7,3 


1,3 


0,4 


Media 










5,78 


2,54 


0,67 


Desvio 










1,25 


1,26 


0,54 


E.P.M. 










0,63 


0,63 


0,27 



- 5 

Tabela 19 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Injegao subcutanea de 500 jag de 
graos de polen de tabaco selvagem - WT (100 \iL por animal, em solugao 
10 salina) seguida de booster nas mesmas condigoes apos 7 dias. A tabela 
apresenta as contagens celulares em lavado pleural 4 h apos desafio (7 dias 
apos o booster, ou seja, no dia 14) por injegao intrapleural de 10 j^g de graos 
de polen em volume de 100 ixL de solugao salina por animal. 



N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


milhoes 


1 


48 


49 


6 


45 


8 


0,98 


7,34 


2 


47 


53 


10 


37 


8,97 


1,69 


6,26 


3 


61 


76 


5 


19 


14,8 


0,98 


3,71 


4 


33 


89 


10 


1 


8,8 


0,99 


0,10 


5 


41 


62 


3 


35 


8,6 


0,42 


4,88 


Media 










9,85 


1,01 


4,46 


Desvio 










2,81 


0,45 


2,80 


E.P.M. 










1,41 


0,23 


1,40 



15 



Tabela 20 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R 
20 novergicus Wistar e respectivos resultados. Injegao subcutanea de 50 yig de 
graos de polen de tabaco selvagem - WT (100 fxL por animal, em solugao 
salina com 5 mg de hidroxido de alumfnio, como adjuvante) seguida de booster 
nas mesmas condigoes apos 7 dias. A tabela apresenta as contagens celulares 
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em lavado pleural 4 h apos desafio (7 dias apos o booster, ou seja, no dia 14) 
por injegao intrapleural de 10 |ng de graos de polen em volume de 100 |iL de 
solugao salina por animal. 



n 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


milhoes 


1 


49 


77 


8 


15 


13,58 


1,41 


2,65 


2 


23 


76 


17 


7 


5,94 


1,33 


0,55 


3 


49 


73 


13 


14 


11,09 


1,97 


2,13 


4 


33 


82 


15 


3 


8,12 


1,49 


0,30 


5 


56 


56 


15 


29 


9,41 


2,52 


4,87 


media 










9,63 


1,74 


2,10 


desvio 










2,90 


0,50 


1,85 


E.P.M. 










1,45 


0,25 


0,92 



Tabela 21 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 

0 noverglcus Wistar e respectivos resultados. Injegao subcutanea de 500 fig de 
graos de polen de tabaco selvagem - WT (100 pi. por animal, em solugao 
salina com 5 mg de hidroxido de alumfnio, como adjuvante) seguida de booster 
nas mesmas condigoes apos 7 dias. A tabela apresenta as contagens celulares 
em lavado pleural 4 h apos desafio (7 dias apos o booster, ou seja, no dia 14) 

5 por injegao intrapleural de 10 jug de graos de p6len em volume de 100 jaL de 
solugao salina por animal. 



n 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


milhoes 


1 


47 


67 


2 


31 


11,34 


0,34 


5,25 


2 


94 


62 


5 


33 


22,15 


1,79 


11,79 


3 


32 


68 


3 


29 


6,96 


0,31 


3 


4 


56 


69 


4 


27 


12,36 


0,72 


4,84 


5 


52 


71 


18 


11 


11,08 


2,81 


1,72 


media 










12,78 


1,19 


5,31 


desvio 










5,63 


1,08 


3,89 


E.P.M. 










2,81 


0,54 


1,95 
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Exemplo 8 - Resposta imune de ratos submetidos a uma injegao 
subcutanea seguida de "booster" - desafio com 20 \xg de graos de polen 
na cavidade pleural. 

5 Tabela 22 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Injegao subcutanea de solugao 
salina (controle, 100 pL por animal) seguida de booster nas mesmas condigoes 
apos 7 dias. A tabela apresenta as contagens celulares em lavado pleural de 
animals normais nao submetidos a nenhum esquema de sensibilizagao ou 
10 desafio. 



n 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


mi I hoes 


mi I hoes 


milhoes 


1 


15 


89 


11 


0 


4,3 


0,5 


0 


2 


25 


84 


.16 


0 


6,3 


1,2 


0 


3 


14 


71 


25 


4 


3,2 


1,1 


0,2 


4 


21 


88 


12 


0 


5,9 


0,8 


0 


media 










4,92 


0,91 


0,04 


desvio 










1,45 


0,31 


0,09 


E.P.M. 










0,84 


0,18 


0,05 



15 Tabela 23 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Injegao subcutanea de solugao 
salina (segundo controle, 100 \xL por animal) seguida de booster nas mesmas 
condigoes apos 7 dias. A tabela apresenta as contagens celulares em lavado 
pleural 4 h apos desafio (7 dias apos o booster, ou seja, no dia 14) por injegao 
20 intrapleural de 20 ng de graos de p6len em volume de 100 jaL de solugao salina 
por animal. 



n 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


milhoes 


1 


34 


69 


31 


0 


7,0 


3,2 


0 


2 


21 


81 


18 


1 


5,3 


1,3 


0,1 


3 


48 


87 


11 


2 


13,2 


1,8 


0,3 


4 


28 


65 


31 


4 


5,8 


2,8 


0,4 


5 


12 


78 


20 


2 


3 


0,8 


0,1 


media 










6,88 


1,98 


0,16 


desvio 










3,83 


0,99 


0,16 


E.P.M. 










1,92 


0,50 


0,08 
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Tabela 24 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Injegao subcutanea de 50 jug de 
graos de polen de tabaco selvagem (100 (iL por animal, em solugao salina com 
5 mg de hidroxido de aluminio, como adjuvante) seguida de booster nas 
5 mesmas condigoes apos 7 dias. A tabela apresenta as contagens celulares em 
lavado pleural 4 h ap6s desafio por injegao intrapleural de 20 \ig de graos de 
polen em volume de 100 |nL de solugao salina por animal. 



n 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


milhoes 


1 


22 


78 


21 


1 


5,5 


1,5 


0,1 


2 


40 


71,5 


26,5 


2 


8,6 


3,2 


0,2 


3 


16 


78 


21 


1 


4,2 


1,1 


0,1 


4 


19 


88 


12 


0 


5,7 


0,8 


0 


5 


19 


81 


10 


9 


5,2 


0,6 


0,6 


6 


24 


75 


17 


8 


5,9 


1,3 


0,6 


media 










12,96 


1,43 


0,26 


desvio 










6,17 


0,92 


0,28 


E.P.M. 










2,76 


0,41 


0,12 
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Tabela 25 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Injegao subcutanea de 100 fig de 
graos de polen de tabaco selvagem (100 \xL por animal, em solugao salina com 
15 5 mg de hidroxido de aluminio, como adjuvante) seguida de booster nas 
mesmas condigoes apos 7 dias. A tabela apresenta as contagens celulares em 
lavado pleural 4 h apos desafio por injegao intrapleural de 20 jig de graos de 
polen em volume de 100 \xL de solugao salina por animal. 



n 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


milhoes 


1 


32 


81 


16 


3 


8,81 


1,74 


0,33 


2 


15 


80,5 


19 


0,5 


4,11 


0,97 


0,03 


3 


19 


84 


15 


1 


5,11 


0,91 


0,06 


4 


27 


69 


27 


4 


5,96 


2,33 


0,35 


5 


23,25 


78 


22 


0 


6,89 


1,9 


0 


6 


23,25 


80 


9 


11 


6,32 


0,7 


0,87 


media 










6,20 


1,43 


0,27 


desvio 










1,61 


0,66 


0,33 


E.P.M. 










0,72 


0,29 


0,15 



20 
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Exemplo 9 - Resposta imune de ratos submetidos a uma injegao 
subcutanea de graos de polen seguida de booster - desafio por injegao 
subplantar de 20 fxg de graos de polen. 



5 Dois grupos de animais foram submetidos a urna injegao subcutanea 

(100 |liL por animal) de suspensoes de graos de polen nas seguintes 
condigoes: 

1 - Injegao subcutanea de 50 \xg de graos de p6len em solugao salina e 
hidroxido de alumfnio como adjuvante (5 mg por animal); e 
*0 2 - Injegao subcutanea de 100 jug de graos de polen em solugao salina e 
hidroxido de alumfnio como adjuvante (5 mg por animal). 

Uma semana apos estas injegoes subcutaneas (dia 7) os grupos de animais 
foram submetidos a uma nova injegao subcutanea (booster) nas mesmas 
respectivas concentrates de graos de polen, porem sem adjuvante. Apos uma 
15 semana (dia 14) todos os grupos de animais foram desafiados por injegao 
subplantar (50 jjL) de suspensoes de 20 jag de graos de polen. Nao houve 
formagao de edemas de pata em nenhuma das condigoes avaliadas. 



Exemplo 10 - Resposta imune de ratos submetidos a uma instilagao 
20 intranasal de graos de polen seguida de booster - desafio por injegao 
subplantar de 20 fig de graos de polen. 

Quatro grupos de animais foram submetidos a uma instilagao intranasal 
(50 |iL por narina) de suspensoes de graos de polen nas seguintes condigoes: 
25 1 - Instilagao intranasal de 50 jug de graos de polen em solugao salina; 

2 - Instilagao intranasal de 25 |ug de graos de polen em solugao salina; 

3 - Instilagao intranasal de 50 \xg de graos de polen em solugao salina e 
hidr6xido de alumfnio como adjuvante (5 mg por animal); e 

4 - Instilagao intranasal de 25 fig de graos de p6len em solugao salina e 
30 hidroxido de alumfnio como adjuvante (5 mg por animal). 
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Uma semana apos estas instilagoes nasais (dia 7) os grupos de animais 
foram submetidos a uma nova administragao intranasal (booster) nas mesmas 
respectivas concentragSes de graos de polen, porem sem adjuvante. Apos uma 
semana (dia 14) todos os grupos de animais foram desafiados por injegao 
5 subplantar (50 pL) de suspensoes de 20 \xg de graos de p6Ien. Nao houve 
forrnagao de edemas de pata em nenhuma das condigoes avaliadas. 



Exemplo 11 - Resposta imune de ratos submetidos a sucessivas 
^0 instilagoes intranasais com graos de polen de tabaco WT e GM. 

Grupos de animais foram submetidos a instilagao intranasal (50 pL por 
narina) de suspensoes de polen selvagem (WT) ou transgenico (GM, cujos 
graos de polen contem a protefna GUS), nas concentrag5es de 0, 5 e 50 pg 
15 totais de polen por animal. Tres instilagoes foram realizadas com intervalos de 
7 dias, sendo posteriormente feita lavagem bronco-alveolar e contagem de 
celulas. 



20 Tabela 26 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Instilagao nasal de solugao salina 
(controle; 50 jaL por narina) por animal em tres exposigoes sucessivas com 

• intervalo de uma semana entre cada exposigao. A tabela apresenta as 
| contagens celulares em lavado bronco-alveolar 4 h apos ultima instilagao nas 
25 condigoes descritas acima. 



n 


CAM 
Leu tot 


Mono 

% 


Eos 

% 


Neut 

% 


Mono 
milhoes 


Eos 
milhoes 


Neut 
milhoes 


1 


7 


70 


0 


30 


0,123 


0 


0,053 


2 


6 


96 


0 


4 


0,144 


0 


0,006 


3 


10 


60 


0 


40 


0,15 


0 


0,1 


media 










0,138 


0 


0,053 


desvio 










0,014 


0 


0,047 


E.P.M. 










0,01 


0 


0,033 



f 
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Tabela 27 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Instilagao nasal de 5 \xg de graos 
de polen de tabaco selvagem - WT (em solugao salina; instilagao de 50 yL por 
narina) por animal em tres exposigoes sucessivas com intervalo de uma 
5 semana entre cada exposigao. A tabela apresenta as contagens celulares em 
lavado bronco-alveolar 4 h apos ultima instilagao nas condigoes descritas 
acima. 



n 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


mi I hoes 


milhoes 


milhoes 


1 


54 


51 


0 


49 


0,689 


0 


0,662 


2 


50 


48 


0 


52 


0,6 


0 


0,65 


3 


27 


55 


0 


45 


0,371 


0 


0,304 


4 


28 


43 


0 


57 


0,301 


0 


0,399 


media 










0,49 


0 


0,503 


desvio 










0,184 


0 


0,18 


E.P.M. 










0,106 


0 


0,104 



10 

Tabela 28 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Instilagao nasal de 5 jag de graos 
de polen de tabaco transgenico - GM (em solugao salina; instilagao de 50 \jlL 
por narina) por animal em tres exposigoes sucessivas com intervalo de uma 
15 semana entre cada exposigao. A tabela apresenta as contagens celulares em 
lavado bronco-alveolar 4 h apos ultima instilagao nas condigoes descritas 
acima. 



n 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


Milhoes 


1 


48 


30 


0 


70 


0,36 


0 


0,84 


2 


29 


58 


0 


42 


0,421 


0 


0,305 


3 


75 


37 


1 


62 


0,694 


0,019 


1,163 


4 


39 


63 


0 


37 


0,614 


0 


0,361 


media 










0,522 


0,005 


0,667 


desvio 










0,157 


0,009 


0,408 


E.P.M. 










0,091 


0,005 


0,236 



20 

Tabela 29 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Instilagao nasal de 50 jj.g de graos 
25 de p6len de tabaco selvagem - WT (em solugao salina; instilagao de 50 jlxL por 
narina) por animal em tres exposigoes sucessivas com intervalo de uma 
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semana entre cada exposigao. A tabela apresenta as contagens celulares em 
lavado bronco-alveolar 4 h apos ultima instilagao nas condigoes descritas 
acima. 



n 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


milhoes 


1 


172 


4 


0 


96 


0,172 


0 


4,128 


2 


24 


51 


0 


49 


0,306 


0 


0,294 


3 


109 


20 


0 


80 


0,545 


0 


2,180 


4 


39 


66 


0 


34 


0,644 


0 


0,332 


5 


104 


56 


0 


4" 4 


1,456 


0 


1,144 


media 










0,624 


0 


1,615 


desvio 










0,216 


0 


1,6 


E.P.M. 










0,25 


0 


0,8 



Tabela 30 - Condigoes experimentais de exposigao de graos de polen a R. 
novergicus Wistar e respectivos resultados. Instilagao nasal de 50 |uig de graos 
de polen de tabaco transgenico - GM (em solugao salina; instilagao de 50 \xL 
10 por narina) por animal em tres exposlgoes sucessivas com intervalo de uma 
semana entre cada exposigao. A tabela apresenta as contagens celulares em 
lavado bronco-alveolar 4 h apos ultima instilagao nas condigoes descritas 
acima. 



N 


CAM 


Mono 


Eos 


Neut 


Mono 


Eos 


Neut 




Leu tot 


% 


% 


% 


milhoes 


milhoes 


milhoes 


1 


31 


92 


0 


8 


0,713 


0 


0,062 


2 


65 


70 


0 


30 


1,138 


0 


0,488 


3 


22 


44 


3 


53 


0,242 


0,02 


0,292 


4 


40 


48 


0 


52 


0,480 


0 


0,52 


5 


35 


55 


0 


45 


0,481 


0 


0,394 


media 










0,610 


0,003 


0,351 


desvio 










0,338 


0,007 


0,184 


E.P.M. 










0,169 


0,004 


0,092 



Os resultados das tabelas 26-30 sao melhor visualizados na figura 3 
paineis D-F, e indicam nao ter ocorrido, em nenhuma das concentragoes de 
20 graos de polen administradas pela via intranasal, qualquer alteragao 
significativa nas contagens celulares que seriam tfpicas de reagao alergico- 
inflamatoria. A diferenga estatisticamente significante entre as contagens de 
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celulas mononucleares e de neutrofilos apos a administragao de graos de polen 
WT e GM (Figura 3, paineis D e E) 6 surpreendente e vantajosa no que diz 
respeito aos prop6sitos da presente invengao, pois demonstra que os graos de 
polen com composigao modificada (GM), quando em concentragoes de 50 |ng, 
5 tern menor potencial de induzir inflamagao na cavidade bronco alveolar do que 
graos de polen de tabaco selvagem (WT). 



Exemplo 12 - Resposta imune de ratos submetidos a diferentes esquemas 
10 de administragao de graos de polen - medigao de IgG serico total por 
ELISA. 




A tabela 31 apresenta os dados de concentragao de IgG serico dos animais 
submetidos &s condigoes descritas no exemplo 6, tabelas 12-15. 



15 Tabela 31. Dados das concentragoes de IgG serico total, em fxg/mL, em 
amostras de soro de animais submetidos a ,3 sucessivas administragoes 
intranasals, com um intervalo de uma semana entre cada administragao, de 
suspensoes de graos de polen de tabaco tipo selvagem (WT) em diferentes 
concentragoes. 

20 



Animal 


Salina 


WT 

5 iig 


WT 

50 ng 


WT 
500 ixg 


1 


1125,6 


1441,5 


1123,3 


1012,7 


2 


1367 


1337,7 


1459,5 


1461,8 


3 


1376 


1084,9 


1414,4 


1152,6 


4 


1545,3 


836,7 


1511,4 


918 


5 


1504,6 






1015 


6 








1488,9 


n 


5 


4 


4 


6 


media 


1383,7 


1175,2 


1377,2 


1174,8 


desvio 


164,1 


270,8 


173,8 


244,7 


E.P.M. 


82,0 


156,4 


100,4 


109,4 



A tabela 32 apresenta os dados de concentragao de IgG s6rico dos 
animais submetidos as condigoes descritas no exemplo 7, tabelas 16 e 19-21. 

25 
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celulas mononucleares e de neutrofilos apos a administragao de graos de polen 
WT e GM (Figura 3, paineis D e E) § surpreendente e vantajosa no que diz 
respeito aos propositus da presente invengao, pois demonstra que os graos de 
polen com composigao modificada (GM), quando em concentragoes de 50 jug, 
5 tern menor potencial de induzir inflamagao na cavidade bronco alveolar do que 
graos de polen de tabaco selvagem (WT). 



Exemplo 12 - Resposta imune de ratos submetidos a diferentes esquemas 
10 de administrate) de graos de polen - medigao de IgG serico total por 
ELISA. 

A tabela 31 apresenta os dados de concentragao de IgG serico dos animais 
submetidos as condigSes descritas no exemplo 6, tabelas 12-15. 

15 Tabela 31. Dados das concentragoes de IgG serico total, em jag/mL, em 
amostras de soro de animais submetidos a 3 sucessivas administragoes 
intranasals, com um intervalo de uma semana entre cada administragao, de 
suspensoes de graos de polen de tabaco tipo selvagem (WT) em diferentes 
concentragoes. 



Animal 


Salina 


WT 

5 ng 


WT 

50 ng 


WT 

500 ixg 


1 


1125,6 


1441,5 


1123,3 


1012,7 


2 


1367 


1337,7 


1459,5 


1461,8 


3 


1376 


1084,9 


1414,4 


1152,6 


4 


1545,3 


836,7 


1511,4 


918 


5 


1504,6 






1015 


6 








1488,9 


n 


5 


4 


4 


6 


media 


1383,7 


1175,2 


1 377,2 


1174,8 


desvio 


164,1 


270,8 


173,8 


244,7 


E.P.M. 


82,0 


156,4 


100,4 


109,4 



A tabela 32 apresenta os dados de concentragao de IgG serico dos 
animais submetidos as condigoes descritas no exemplo 7, tabelas 16 e 19-21. 

25 
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Tabela 32. Dados das concentragoes de IgG serico total, em |ag/mL, em 
amostras de soro de animals submetidos a uma injegao intrapleural de 
diferentes concentragoes de graos de polen de tabaco tipo selvagem (WT), 
com ou sem adjuvante (AIOH3), seguida de nova administragao (booster) uma 
5 semana depois, nas mesmas condigoes e desafio, uma semana depois, por 
injegao intrapleural de 10 jj.g de graos de p6len. 



Animal 


Salina 


500 ng 


50 \ig + 
AIOH 3 


500 ng + 
AIOH3 


1 


942,8 


956,3 


981,1 


951,8 


2 


807,4 


665,2 


906,7 


1037,5 


3 


1024 


836,7 


678,8 


1367 


4 


784,8 


884,1 


1100,7 


960,8 


5 






954,1 


1673,9 


n 


4 


4 


5 


5 


media 


889,8 


835,6 


924,3 


1198,2 


Desvio 


113,5 


123,8 


154,8 


315,3 


E.P.M. 


65,5 


71,5 


77,4 


157,7 



A tabela 33 apresenta os dados de concentragao de IgG s6rico dos 
10 animais submetidos &s condigoes descritas no exemplo 1 1 , tabelas 26-30. 



Tabela 33. Dados das concentragoes de IgG serico total, em (ag/mL, em 
amostras de soro de animais submetidos a 3 sucessivas administragoes 
intranasals, com um intervalo de uma semana entre cada administragao, de 
15 suspensoes de graos de polen de tabaco tipo selvagem (WT) ou modificado 
geneticamente (GM) em diferentes concentragoes. 



Animal 


Salina 


WT 

5 \ig 


WT 

50 )ag 


GM 

5 ng 


GM 
50 ng 


1 




1098,5 


1069,1 


967,6 


523,1 


2 


1130,1 


1457,3 


1247,4 


1062,4 


784,8 


3 


1470,8 


1078,2 


931,5 


1299,3 


978,9 


4 


1283,5 


1367 


958,6 


1048,8 


893,1 


5 


1479,8 


723,9 


1103 




744,2 


n 


4 


5 


5 


4 


5 


media 


1341,1 


1145,0 


1061,9 


1094,5 


784,8 


desvio 


167,2 


287,6 


126,3 


142,8 


172,9 


E.P.M. 


96,6 


143,8 


63,2 


82,4 


86,4 
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Exemplo 13 - Analise da resposta imune de ratos submetidos a 
sucessivas injegoes subcutaneas de graos de polen reconhecidos como 
alergenicos (Betula fontinallis) 

5 

Visando submeter animais a condigoes de confirmada resposta 
inflamatoria e/ou atergica, de forma a eliminar a hipotese de que os animais 
utilizados poderiam ser nao responsivos, novos ensaios foram idealizados com 
o uso de graos de p6len conhecidos na literatura como associados a eventos 

10 alergicos (Ahlholm et al, "Genetic and Environmental Factors Affecting the 
Allergenicity of Birch {Betula pubescens ssp. czerepanovii [Or!.] Hamet-ahti) 
Pollen" Clin. Exp. Allergy 28:1384-1388, 1998). Neste sentido, graos de polen 
de Betula fontinallis foram adquiridos comercialmente e utilizados em 
experimentos com ratos, como se segue. 

15 Grupos de 5 animais foram submetidos & exposigao a graos de polen nas 
seguintes condigoes: 

Grupo 1 - Injegao subcutanea (100 pL por animal): 

• Suspensao de polen Betula (100 pg/animal) em salina; 

20 • Suspensao de polen Betula (100 pg/animal) em salina + AI(OH) 3 (5 

mg/animal); e 

• Suspensao de polen de tabaco selvage, - WT (100 pg/animal) em salina 
+ AI(OH) 3 (5 mg/animal). 

Grupo 2 - Instilagao (50 pL por narina): 
25 • Suspensao de polen Betula (100 pg/animal) em salina + AI(OH) 3 (5 

mg/animal). 

Apos oito semanas de exposigoes sucessivas nas condigoes acima 
descritas o grupo 1 foi submetido a desafio, mediante injegao em foot pad, de 
30 50 pg de suspensao de graos de polen (50 pL) e medigao do volume das patas 
dos animais em pletismometro. Os resultados da tabela 34 indicam ter havido 
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formagao de edema nos animais submetidos a injegoes subcutaneas de polen 
de tabaco WT e, em menor grau, com polen Betula, 

Tabela 34 - Volumes, em mL, das patas direita (controle) e esquerda (desafio) 
5 medidos em pletismometro. Ratos foram submetidos a 8 sucessivas injegoes 
subcutaneas com graos de polen nas condigoes descritas acima, seguidas de 
desafio por injegao subplantar de 50 pg de suspensao de graos de polen (50 
pL por pata). As medias apresentadas representam as diferengas de volume 
entre as patas esquerda e direita. 



Tabaco WT + 


Betula 


Betula + 


AI(OH) 3 


em salina 


AI(OH) 3 



Dir. 


Esq. 


Dir. 


Esq. 


Dir. 


Esq. 


1,23 


1,79 


1,29 


1,54 


1,24 


1,36 


1,23 


1,80 


1,35 


1,58 


1,38 


1,28 


1,30 


1,75 


1,28 


1,48 


1,31 


1,34 


1,20 


1,30 






1,40 


1,42 










1,32 


1,29 


Media 


0,420 




0,227 




0,008 


Desvio 


0,220 




0,025 




0,081 


E.P.M. 













Apos oito semanas sucessivas de instilagoes nasais nos animais do 
grupo 2, lavados bronco-alveolares foram utilizados para a contagem de 

15 celulas nas condigoes descritas acima. As contagens celulares indicaram nao 
haver modificagao em relagao aos animais controle. Estes resultados, em 
conjunto, indicam para as seguintes conclusoes: (i) a resposta alergica a graos 
de polen injetados subcutaneamente somente ocorre apos um numero elevado 
de sucessivas exposigoes e tende a ser maior na ausencia de adjuvante; (ii) 

20 nao foi possfvel detectar alteragoes tipicas de reposta alergica em nenhuma 
das condigoes de instilagao nasal em ratos. Como houve formagao de edemas 
na condigao de injegao subcutanea (tanto com polen WT quanta com polen 
Betula) e ausencia de alteragoes tfpicas de alergia mediante instilagao em 
qualquer das condigoes avaliadas na presente invengao, os resultados indicam 

25 que parece haver uma relagao entre a via de apresentagao antigenica e o 
padrao de resposta. 
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Exemplo 14 - Resposta imune de ratos submetidos a diferentes esquemas 
de administragao de graos de polen - detecgao de IgG serico especifico 
contra protemas de graos de p6len por Western Blot. 

5 

A formagao de IgG's sericos especfficos contra protemas de graos de 
polen foi monitorada atraves de Western-blot, em que extratos totais de 
protemas de polen WT (selvagem) e p6len GM (contendo a enzima GUS) 
foram separados por eletroforese, seguida de transferencia das bandas para 

10 membrana de nitrocelulose. Soros dos animais submetidos a tres sucessivas 
instilagoes, em intervalos de uma semana cada, com p6len WT ou GM, em 
pool, foram entao incubados; separadamente, com a referida membrana 
(previamente cortada para possibilitar separagao das amostras), que apos 
lavada, foi incubada na presenga de anticorpos secundarios anti-rat-IgG 

15 marcados com fosfatase alcalina. A reagao colorimetrica com substrato 
apropriado indicou a detecgao de IgG's especfficos contra protefnas de graos 
de polen. Conforme indica a Tabela 35, foram detectados, no soro dos animais 
instilados com graos de polen de tabaco "WT" e tambem no soro dos animais 
instilados com graos de polen de tabaco M GM", anticorpos do tipo IgG 

20 especfficos contra proteinas dos referidos graos de p6len. Os resultados destes 
experimentos, tornados em conjunto, apontam para a viabilidade do uso de 
graos de polen como moduladores da resposta imune em mamfferos. Mais 
especificamente, estes resultados apontam para a viablidade do uso de graos 
de polen fntegros como estimuladores da resposta de protegao (formagao de 

25 IgG serico especffico contra protefnas de graos de polen) em mamfferos. 



Tabela 35 - Detecgao, por Western Blot, de IgGs sericos especfficos contra 
protefnas de graos de polen de tabaco WT e GM. 



Condigao de 
exposigao 


Salina 


Polen WT 


Polen GM 
5pg 


Polen GM 
50 pg 


IgG serico 






+ 
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A abordagem do uso de graos de polen tern, alem das outras vantagens 
mencionadas na presente invengao, a importante caracteristica de requerer 
quantidades muito baixas de material vegetal para a imunizagao. Os resultados 
5 da tabela 35 demonstram formagao de IgG serico especfficos contra protemas 
presentes nos graos de polen foram apos com 3 administragoes de 5 \xg de 
graos de polen. Embora nao tenha sido feito urn estudo para definir as 
quantidades minimas suficientes para induzir a resposta imune observada na 
tabela 35, os presentes numeros oferecem uma base razoavel para estimar a 

^0 quantidade de graos de polen que seria necessaria para a imunizagao de 
humanos. E sabido que o sistema imune humano e considerado como sendo 
em torno de 100 a 1000 vezes mais senslvel que o de murinos, o que significa 
que, mantendo-se a proporgao entre quantidade administrada e peso corporal, 
apenas algumas dezenas ou centenas de metros quadrados de cultivo seriam 

15 suficientes para fornecer vacinas para populates inteiras. Isso possibilita, 
entre outros, a adogao de medidas simples de contengao de forma a prevenir 
preocupagoes com a biosseguranga. Al§m disso, convem relembrar que 
existem diversas outras estrategias de contengao de graos de polen, como 
irradiagao, uso de genes suicidas, e barreiras de infertilidade. A estrategia da 

20 presente invengao 6 particularmente aplicavel a vacinagao de animais, sendo 
tambem util para combater epidemias e prevenir ou remediar situagoes 
decorrentes do uso de armas biologicas ou de ataques terroristas. 

25 Exemplo 15 - Obtengao de construgoes genicas para a transformagao de 
plantas destinadas a produzir graos de polen com polipetideos 
heterdlogos em sua superficie externa. 

Em uma outra concretizagao preferencial da presente invengao, a 
30 presenga de polipeptideos heterologos na superficie externa dos graos de 
polen 6 indispensavel, porquanto estar relacionada ao uso de graos de polen 
em reagoes do tipo antigeno-anticorpo in vitro, ou seja, reagoes uteis para 
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imunodiagnostico in vitro. Para avaliar esta aplicabilidade, plantas de A 
thaliana foram transformadas com construgoes que direcionariam a expressao 
do polipeptfdeo heter6!ogo em uma localizagao subcelular compatfvel com a 
posterior presenga na superficie externa dos graos de polen. 
5 Para preencher tais requisites, em uma das concretizagoes preferenciais 

da presente invengao o gene codificante do polipeptideo heterologo de 
interesse e fusionado traducionalmente a sequencia codificante do gene 
AtGRP17 (SEQ 1), sendo a referida fusao controlada por pelo menos uma 
parte da regiao promotora da AtGRP17 (SEQ 2), capaz de direcionar a 
10 expressao da fusao genica em tapete de antera. Para preparar a referida 
contrugao genica, as seguintes etapas foram realizadas: 

Para a amplificagao da regiao promotora da AtGRP17 e de sua ORF foram 
utilizados oligonucleotideos especificos: RR1f (5'ATA AAG CTT TTT CTC TGT 
TTT TGT CCG TGG AAC) e RR2r (5'ATA CCA TGG CAC GTG ATT CGG TGG 

15 AAG TCC TGC C). O plasmfdeo pC027 (descrito por Oliveira et al 
"Inflorescence-specific genes from Arabidopsis thaliana econding glycine-rich 
proteins". Plant J. 3:495-507, 1993; Franco et al., "Distal regulatory regions 
restrict the expression of c/s-Iinked gene to the tapetal cells". FEBS Letters 
25965:1-6, 2002) foi utilizado como molde para amplificagao, por PCR, da 

20 regiao promotora e da ORF da AtGRP17. Usando-se os oligonucletfdeos RR1f 
e RR2r foi obtido o produto de amplificagao ProAtGRP67 (Figura 6) que, apos 
clivagem com as enzimas Xbal e Ncol foi ligado ao plasmfdeo pCambia clivado 
com as mesmas enzimas (Figura 5), dando origem a construgao 
pProAtGRP17_GUSGFP (Figura 7). 

25 

Exemplo 16 - Transformagao de A thaliana e analise da localizagao do 
polipetideo heterologo 

A construgao genica do exemplo anterior foi introduzida em E. coli e em 
30 Agrobacterium tumefasciens para posterior transformagao de A. thaliana. A 
confirmagao da transformagao das plantas foi realizada atraves da extragao de 
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DNA genomico por metodologias conhecidas aos versados na arte e por 
amplificagao das regioes heterologas introduzidas na planta transformada. 
Alternativamente, a confirmagao da transformagao foi feita atraves da analise 
da expressao e da localizagao subcelular da atividade da enzima GUS, em 
5 reagao usando o substrato X-Gluc com consequente formagao de cor azul. As 
amostras de tecidos vegetais foram observadas por microscopia 
estereoscopica e/ou 6tica. 

A construgao genica (Figura 7), que contem os genes reporter gus e gfp, 
foi introduzida em E. coli por eletroporagao e em A. tumefasciens por choque 

10 termico. A confirmagao de clonagem foi feita atraves da analise do perfil 
esperado de fragmentos gerados pela digestao com enzimas de restrigao 
(Figura 8). Plantas de A. thaliana foram submetidas a inoculagao de 
inflorescencias com A. tumefasciens contendo a referida construgao (tecnica de 
transformagao chamada "floral dip", descrita por Clough & Bent "Floral dip: a 

15 Simplified Method for >Agroibacfer/t/m-mediated Transformation of Arabidopsis 
thaliana" The Plant Journal 16(6):735-743, 1998). As sementes geradas apos 
tal procedimento foram coletadas e semeadas em placas contendo meio 
seletivo com higromicina. As pISntulas selecionadas das placas foram 
transplantadas para terra em fitotron, onde foram cultivadas em condigoes que 

20 privilegiam a auto-fecundagao. Analise das inflorescencias destas plantas por 
microscopia (Figura 9 A-D) confirmou a presenga de atividade GUS na 
localizagao subcelular esperada, mediante a respectiva reagao colorimetrica 
descrita no exemplo 2. Mais especificamente, atividade da enzima GUS 
somente e detectada nos estagios tardios do desenvolvimento da antera 

25 (Figura 9 A), e ainda mais especificamente no tapete de antera (Figura 9 C). 

Exemplo 17 - Detecgao da presenga do polipeptfdeo heterologo na 
superffcie dos graos de polen 

30 A transformagao de plantas de A. thaliana conforme exemplo 16 resultou 

na obtengao de 11 linhagens que efetivamente produtoras dos polipeptfdeos 
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heter6logos nos graos de polen. Tais linhagens foram cultivadas em fitotron e 
autofecundadas, o que possibilitou a coleta de centenas de sementes. 
Sementes de cada uma das linhagens foram semeadas diretamente na terra e 
as plantas resultantes foram cultivadas em fitotron. Apos a formagao das 
5 inflorescencias, flores interiras foram coletadas em tubos Eppendorf com o 
auxilio de bisturi. Os referidos tubos de eppendorf foram adicionados de 100 pL 
de tampao fosfato 0,1 M pH 7 e vortexados para possibilitar a formagao de 
suspensao de graos de pdien. Em seguida foi adicionado 1 pL do reativo X 
Glue, que em presenga da enzima GUS forma um complexo de cor azul apos 

10 30 min a 37°C. Fragoes destas suspensoes foram entao retiradas com 
micropipeta e adicionadas sobre lamina de vidro, para observagao ao 
microsc6pio. O resultado desta observagao (Figura 9 D) indicou a presenga do 
polipeptideo heter6logo (enzima GUS) ativo no grao de p6len. Estes resultados 
apontam coletivamente para a viabilidade do uso de graos de polen fntegros 

15 como reativos para imunodiagostico. 

Os versados na arte entenderao a partir da presente descrigao que 
qualquer polipeptfdeo heterologo, glicosilado ou nao, podera ser produzido 
atraves dos processos da presente invengao. Semelhantemente, combinagoes 

20 de polipeptfdeos heterologos ou ainda fusoes traducionais de segmentos de 
polipetideos heterologos poderao ser produzidas a partir dos ensinamentos da 
presente invengao, incluindo, mas nao limitando a, pelo menos parte de 
antfgenos bacterianos, virais, fungicos, eucarioticos incluindo animais, 
humanos, vegetais, parasitarios, naturais ou sinteticos, e combinagoes dos 

25 mesmos e tambem peptfdeos terapeuticos, hormdnios peptidicos, citocinas, 
interleucinas e combinagoes dos mesmos. Os polipeptfdeos heterologos assim 
produzidos podem ser utilizados em imunoreagoes das mais diversas, incluindo 
a imunomodulagao de mamiferos e reagao imunodiagnosticas in vitro. A 
referida imunomodulagao podera ter finalidade imunoterapica, imunoprotetora 

30 ou vacinal, conforme o imunogeno de escolha e/ou conforme a combinagao de 
imunogenos escolhida. 
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Reivindicagoes 

i 

PRODUTO FARMACEUTICO E PROCESSO PARA SUA PRODU^AO 



5 1. Produto farmaceutico para uso enr imunoreagoes caracterizado pelo fato de 
compreender pelo menos parte de tecidos ou celulas do sistema reprodutivo 
masculino vegetal que contenha polipetideos heterologos em decorrencia de 
modificagao genetica da planta que produz os referidos tecidos ou celulas. 

2. Produto farmaceutico, conforme reivindicagao 1, caracterizado pelo fato de 
10 compreender anteras mtegras ou partes de anteras. 

3. Produto farmaceutico, conforme reivindicagoes 1 e 2, caracterizado pelo fato 
de compreender graos de p6leri fntegros ou partes de graos de polen. 

4. Produto farmaceutico, conforme reivindicagoes 1 a 3, caracterizado pelo fato 
de compreender pelo menos parte de polipeptfdeos ao menos parcialmente 

1 5 purificados de tecidos e/ou celulas do sistema reprodutivo masculino vegetal. 

5. Produto farmaceutico, conforme reivindicagoes 1 a 4, caracterizado pelo fato 
de que o polipeptfdeo e selecionado do grupo que compreende pelo menos 
parte de antfgenos bacterianos, virais, fungicos, eucarioticos incluindo animais, 
humanos, vegetais, parasitarios, naturais ou sint§ticos, e combinagoes dos 

20 mesmos e tambem peptfdeos terapeuticos, hormonios peptfdicos, citocinas, 
interleucinas e combinagoes dos mesmos. 

6. Produto farmaceutico, conforme qualquer das reivindicagoes anteriores, 
caracterizado pelo fato de que a referida imunoreagao e a imunomodulagao de 
mamfferos. 

25 7. Produto farmaceutico, conforme reivindicagao 6, caracterizado pelo fato de 
que a referida imunomodulagao e destinada a uma imunoterapia. 

8. Produto farmaceutico, conforme reivindicagao 7, caracterizado pelo fato de 
que a referida imunoterapia e destinada ao tratamento de alergias. 

9. Produto farmaceutico, conforme reivindicagao 7, caracterizado pelo fato de 
30 que a referida imunoterapia e destinada ao tratamento de doengas autoimunes. 
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10. Produto farmaceutico, conforme reivindicagao 7, caracterizado pelo fato de 
que a referida imunoterapia e destinada ao tratamento de cancer. 

11. Produto farmaceutico, conforme reivindicagao 6, caracterizado pelo fato de 
que a referida imunomodulagao e destinada a vacinagao de mamfferos. 

5 12. Produto farmaceutico, conforme reivindicagoes 6 a 11, caracterizado pelo 
fato de que a referida imunomodulagao decorre de administragao parenteral a 
mamfferos. 

13. Produto farmaceutico, conforme reivindicagoes 6 a 11, caracterizado pelo 
fato de que a referida imunomodulagao decorre de administragao em mucosas 

^0 de mamfferos. 

14. Produto farmaceutico, conforme reivindicagao 13, caracterizado pelo fato 
de que a referida mucosa e a mucosa nasal. 

15. Produto farmaceutico, conforme reivindicagao 13, caracterizado pelo fato 
de que a referida mucosa e a mucosa pulmonar. 

15 16. Produto farmaceutico, conforme reivindicagao 13, caracterizado pelo fato 
de que a referida mucosa e a mucosa oral ou sublingual. 

17. Produto farmaceutico, conforme reivindicagoes 1 a 5, caracterizado pelo 
fato de que a referida imunoreagao e uma imunoreagao in vitro. 

18. Produto farmaceutico, conforme reivindicagao 17, caracterizado pelo fato 
20 de que as referidas imunoreagoes compreendem celulas que interagem com o 

referido produto farmaceutico. 

19. Produto farmaceutico, conforme reivindicagao 17, caracterizado pelo fato 
de que as referidas imunoreag5es compreendem moleculas que interagem com 
o referido produto farmaceutico. 

25 20. Produto farmaceutico, conforme reivindicagao 19, caracterizado pelo fato 
de que as referidas moleculas sao anticorpos ou partes de anticorpos. 

21. Produto farmaceutico, conforme reivindicagao 19, caracterizado pelo fato 
de que as referidas moleculas sao antfgenos ou partes de antfgenos. 

22. Processo de produgao de produto farmaceutico para uso em imunoreagoes 
30 caracterizado por compreender o cultivo de planta modificada geneticamente 
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capaz de dar origem a tecidos ou celulas do sistema reprodutivo masculino 
vegetal compreendendo polipepti'deos heter6logos. 

23. Processo, conforme reivindicagao 22, caracterizado pelo fato de que a 
referida planta 6 modificada com sequencias genicas que compreendem pelo 

5 menos parte de uma regiao promotora funcionalmente ligada a uma sequencia 
genica codificante de pelo menos parte de um polipeptfdeo heterologo, de 
maneira que o referido polipeptideo heterologo esteja compreendido em 
tecidos ou celulas do sistema reprodutivo masculino vegetal. 

24. Processo, conforme reivindicagao 23, caracterizado pelo fato de que a 
10 referida regiao promotora compreende qualquer sequencia nucleotidica capaz 

de direcionar a expressao do referido polipeptfdeo heterologo em anteras ou 
em qualquer localizagao subcelular de anteras. 

25. Processo, conforme reivindicagao 23, caracterizado pelo fato de que a 
referida regiao promotora compreende qualquer sequencia nucleotidica capaz 

15 de direcionar a expressao do referido do polipeptideo heterologo de forma a 
acarretar a presenga do referido do polipeptideo heterologo em graos de polen 
maduros. 

26. Processo, conforme reivindicagao 24, caracterizado pelo fato de que a 
referida regiao promotora compreende qualquer sequencia nucleotidica capaz 

20 de direcionar a expressao do referido do polipeptideo heterologo nas celulas 
dos graos de polen maduros. 

27. Processo, conforme reivindicagao 25, caracterizado pelo fato de que: 

- a referida regiao promotora compreende qualquer sequencia 
nucleotidica suficiente para direcionar a expressao em tapete de 

25 antera; 

- esta sequencia esteja funcionalmente ligada a sequencia codificante 
de pelo menos parte de uma protema tipo-oleosina, sendo que; 

- a referida sequencia que codifica pelo menos parte de uma protefna 
tipo-oleosina e fusionada traducionalmente a uma sequencia que 

30 codifica pelo menos parte de um ou mais polipeptfdeos uteis em 

imunoreagoes. 
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28. Processo, conforme reivindicagao 27, caracterizado pelo fato de que a 
referida regiao promotora compreende pelo menos parte da sequenca SEQ. 2. 

29. Processo, conforme reivindicagao 27, caracterizado pelo fato de que a 
referida sequencia que codifica pelo menos uma regiao de uma proteina tipo- 

5 oleosina compreende pelo menos parte da sequenca SEQ. 1 . 

1- 30. Processo, conforme reivindicagoes 22 a 29, caracterizado pelo fato 
de que o referido polipepti'deo heterologo 6 selecionado do grupo que 
compreende pelo menos parte de antigenos bacterianos, virais, 
fungicos, eucarioticos incluindo animais, humanos, vegetais, 

0 parasitarios, naturais ou sinteticos, e combinaQoes dos mesmos e 

tambem peptideos terapeuticos, hormonios peptfdicos, citocinas, 
interleucinas e combinagoes dos mesmos. 



t 
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ANEXO - FIGURAS 



PvchltA1200 promoter 




Fig urn 1. Represent ai?ao esquematica do plasm ideo binario 
pPvchitAI200gus, utilizado como vetor do gene marcador GUS (em 
azul) sob o controle de um segmento (-1200) do promotor de 
quitinase de feijao. 




Figura 2 Fotografia de flor de tabaco, evidenciando as anteras. 
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Figura 3. Contagens de celulas mononucleares A), neutrofilos B) e eosinofilos 
C) em lavado alveolar (BAL) de ratos submetidos a tres instiliagoes 
consecutivas de graos de polen nas concentragoes indicadas e em lavado 
pleural de ratos submetidos a injegoes intrapleurais de graos de polen nas 
mesmas concentragoes. o e ■ representam valores medios dos controles de 
BAL e pleural, respectivamente. C), D) e F) representam, respectivamente, as 
contagens de celulas mononulceares, neutrofilos e eosinofilos de lavado 
bronco alveolar de ratos submetidos a tres instilagoes consecutivas de graos 
de polen WT ou GM, nas concentragoes indicadas. Linhas tracejadas 
representam valores medios dos controles instilados com salina. Colunas 
representam madias ± E.P.M. e asteriscos indicam diferengas estatisticamente 
significantes (p<0.05). 
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Figura 4. Represetitocno csquemdtica do plasmfdeo binario pCambia 1303, 
utilizado como vctor doador dos genes rnarcadores GFP, GUS e dos genes de 
selefflo a canamicina e higromtcina. Os sftios untcos de clonagem Xbal e Ncol e 
os demais sftios unicos e duplets tomtom estSo indicados. 
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Figora 5. Representacao esquematica do plasmldco binario pCambia1303, 
desprovido da sequfincia promotora do 35S do CaMV alraves da digestfio com as 
as enzimas Xbal e Ncol. Os demats sltios Cinicos e dupJos de restricSo tambem 
estao indicados. 
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Figura 6 Representacao esquemdtica da 
regiao ProAtGRP67 obtida por PCR e o 
fragmento ProAtGRP17, gerado pela digestao 
com as enzimas Xbal e NcoL Neste ultimo, a 
seta menor indica a posicao relativa do exon 1 
e do intron. 



f 



exonl 



intron 

EcoRI (5606) ^mll (6747) 
AtGRP7 /NcoI(675l) 



/ 





Pmll 



Ncol 



ProAtGRP17 

2421 bp 




Figura 7, Representacao esquematica do plasmfdeo pProAtGRP!7J3USGFP f 
resultante da clonagcm produto dc PCR ProAtGRP67 digerido com as enzimas 
Xbal e Ncol no plasnrideo pCAMBIA1303 digerido com as mesmas enzimas. 
Uma regi3o de 61 6 con*espondente a parte do promotor AtGRPl 7 mais a ORF do 
gene AtGRPl 7 estao indicadas como ProArGRPJ7. Os genes marcadores GUS e 
GFP sao tambem assinalados. Os sftios unicos de clonagem Xbal e Ncol estao 
indicados. 




Figura 8. Gel de agarose 1% contendo os fragmentos esperados de DNA 
obtidos apos digestao, com as enzimas indicadas, dos plasmldeos extraidos de 
E. coli XL1 transformadas. 1, pCambiaProAtGRP17 Pvull; 2, 
pCambiaProAtGRP17 Sg/ll; 3, pCambia PvuW; 4, pCambia BglW, 5, marcador 
1 kb ladder. 
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Figura 9. Estruturas florais de A thaliana transformada com o plasmideo 
pCambiaProAtGRP17GUSGFP. Painei A) mostra a presenga e atividade de 
GUS no final do desenvolvimento das anteras, mas nao nos estagios iniciais do 
desenvolvimento. Painei B) mostra inflorescencias da mesma planta em que a 
atividade de GUS pode ser vista em anteras de flor imatura (a esquerda) e nas 
anteras e petalas da flor madura (a direita). Painei C) mostra intense atividade 
de GUS no tapate e sobre os graos de polen. Painei D) mostra um grao de 
polen com marcagao positiva para GUS. Todas as fotografias foram tiradas sob 
microscopio otico. 
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Listagem de Sequencias 

Dados do requerente: 

(a) Nome : UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO E FUNDACAO 
OSWALDO CRUZ 

(b) Endereco : UFRJ - Universidade Federal do Rio de Janeiro, Av. 
Brigadeiro Trompowski, s/n°; Cidade Universitaria, Rio de Janeiro 
- RJ.; FIOCRUZ - Av. Brasil 4365, Rio de Janeiro - RJ 

Tttulo da Invencao: PRODUTO FARMACEUTICO E PROCESSO 
PARA SUA PRODUQAO 

Numero de sequencias constantes do pedido: 2 
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Seq. n° 1 

Tamanho: 1629 pares de base 
Tipo: cDNA 

Nome do gene: AtGRP17 
Fungao: protema tipo-oleosina 



SEQ 1: Sequencia completa da regiao codificante da AtGRP17 (4940-5358) 
+ (5545-6757) 

a tgagcgaaga actaagtcaa aagccatcat cagctcagtc 
4 981 tctgtcactg agagagggca gaaataggtt tccttttctg tccctgtcac 

agagagaggg , , , , 

5041 cagatttttt ccttctctat ctctttcaga gagagatgga agaaagtttt 

cttttctcag ^ 

5101 tatgttctct tttctcatgc cactgttgga ggttattaag attattattg 

cttctgtggc 

5161 ctccgtaatc ttcgtcggtt tcgcctgtgt aaccctcgct ggttctgccg 
cagcattagt 

5221 cgtaagcacc ccggttttca tcatatttag tcctgttctc gtaccagcta 
cgatagccac 

5281 ggttgtcttg gcgacaggat tcacggccgg tggctctttt ggagcgacgg 
cacttggtct 

5341 catcatgtgg cttgttaagt aagattatta taacagctta tattgagatc 
actcgagatt 

5401 tatgcttaat tatataatat tcataaacct atagtttaaa agtatattga 
acttcatttg 

54 61 ttaacgtact ttataaatat tgaacttcgt tcgttttctt aattggtctc 
taagtatata 

5521 tacatacttt tttgtgtgat gcagacgtag gatgggagta aagccgaagg 
at aat ccacc 

5581 tccggcagga cttccaccga attcgggagc aggagcagga ggagctcaaa 
gtctgatcaa 

5641 aaagtcaaag gcaaagtcta aaggtgggct taaggcttgg tgtaagaaga 
tgttaaaaag 

5701 taaattcggt ggtaaaaaag gcaagtccgg gggtggaaaa agtaaatttg 
gaggtaaagg 

5761 cggtaagtcc gaaggtgaag aaggtatgtc gtctggggat gaaggtatgt 
ctggaagtga 

5821 aggaggtatg tccggaggtg aaggaggtaa atccaaaagt ggaaaaggta 
aactcaaagc 

5881 taaactcgaa aagaaaaaag gtatgtccgg agggtccgag agtgaagaag 

gtatgtctgg • 

5941 aagtgaagga ggtatgtctg gtggtggagg aagtaaatcc aaaagtaaaa 

aaagtaaact 

6001 caaagctaaa ttgggaaaga aaaaaggtat gtccggaggc atgtcaggaa 
gtgaagaagg 



9/11 



6061 tatgtctgga agtgaaggag gtatgtccag tggtggagga agtaaatcca 
aaagtaaaaa 

6121 aagtaaactc aaagctaaat tgggaaagaa aaaaggtatg tccggaggca 
tgtcaggaag 

6181 tgaagaaggt atgtctggaa gtgaaggagg tatgtccgga ggtggaggag 
gtaaatccaa 

6241 aagtagaaaa agtaaactca aagctaaatt gggaaagaaa aaatgtatgt 
ccggaggcat 

6301 gtcaggaagt gaaggaggta tgtctggaag tgaaggaggt atatccggag 
gtggtatgtc 

63 61 tgggggcagt ggaagtaaac acaaaattgg aggaggtaaa cacggaggtc 
ttggaggtaa 

6421 attcggaaag aaaagaggca tgtccggaag tggaggaggc atgtcaggaa 
gtgaaggagg 

64 81 tgtgtctgga agtgaaggaa gtatgtctgg aggtggtatg tctgggggta 
gcggaagtaa 

6541 acacaaaatt ggaggaggta aacacggagg tcttagaggt aaattcggaa 
agaaaagagg 

6601 tatgtcagga agtgaaggag gtatgtctgg aagtgaagga ggtatgtcgg 
aaagtggtat 

6661 gtccgggagt ggagggggta aacacaaaat cggaggaggt aaacacaaat 
ttggaggagg 

6721 taaacacgga ggtggaggtg gccacatggc ggagtaa 



Sequencia proteica traduzida de AtGRP17 

MSEELSQKPSSAQSLSLREGRNRFPFLSLSQREGRFFPSLSLSE 

RDGRKFSFLSMFSFLMPLLEVIKII IASVASVIFVGFACVTLAGSAAALWSTPVFII 

FSPVLVPATIATVVLATGFTAGGSFGATALGLIMWLVKRRMGVKPKDNPPPAGLPPNS 

GAGAGGAQSLIKKSKAKSKGGLKAWCKKMLKSKFGGKKGKSGGGKSKFGGKGGKSEGE 

EGMSSGDEGMSGSEGGMSGGEGGKSKSGKGKLKAKLEKKKGMSGGSESEEGMSGSEGG 

MSGGGGSKSKSKKSKLKAKLGKKKGMSGGMSGSEEGMSGSEGGMSSGGGSKSKSKKSK 

LKAKLGKKKGMSGGMSGSEEGMSGSEGGMSGGGGGKSKSRKSKLKAKLGKKKCMSGGM 

SGSEGGMSGSEGGISGGGMSGGSGSKHKIGGGKHGGLGGKFGKKRGMSGSGGGMSGSE 

GGVSGSEGSMSGGGMSGGSGSKHKIGGGKHGGLRGKFGKKRGMSGSEGGMSGSEGGMS 

ESGMSGSGGGKHKIGGGKHKFGGGKHGGGGGHMAE 



Seq. n° 2 

Tamanho: 1658 pares de base 
Tipo: DNA 

Nome do promoto: ProAtGRP17 
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Fungao: promotora 



SEQ 2: Seqiiencia completa da regxao promotora da AtGRPl7 (3371-4939) 

3371 acaaagaaat taactatgaa acaatgcttt gtttaaatga agtaattaat 

3421 cggtactata gcgtatatac atagaatgga tccaatttaa ccaaagcaac 
tgtatgtgac 

3481 tatgtgaatg attcaatcgt gagacattga aattgtcgtt tctccattac 
ctttttggaa 

3541 gaaaaaccat cgaaagctag ctaagacttt ttttattaaa cgaacttgct 
actatttcta 

3601 tgttttcttt gaaatgaaaa ttaaatttgt tactgtttca cctaaaactc 
aaaagtattg 

3661 ctttttaatt ttattattaa gaaaaactaa tcttatttat gttaagaaac 
ctgtcaattt 

3721 ttcattgtta atttcggctc tataattatt aattaacaat caatttctca 
aaaattgcaa 

3781 tcatgattat gattagatat atattagttg gattgtgatg cattttttgt 
aat at aaaat 

3841 ggatgtttgt attagtttct cactcatgta attaaacacc aaatgctaga 
aactagtact 

3901 tttgtttctc agctctcgtc tattgttata tctgcaacac gaacaaaaac 
cttatctagg 

3961 tgttatatat cacggttatg tttatgagtt agaagggatt cttcaacaaa 
aatcacggaa 

4021 ctacttgtat atatgtatgt gtgtatccga tcgaggttga cttccggggt 
tggacgttga 

4081 agaagacgaa ttcattgatt gggcttatat atgggcatgt attacttggt 
tcaagtttgt 

4141 aacactttta gctttttcaa ttctattcga aaccaaaata ttgggctata 
tatctttata 

4201 caaccttcaa gataaattgg accaatttta gaagagcaaa ttgaacccgg 
ccgttagcgt 

4261 tagccaaacc ccaactcctt ttcagtacaa ttaaatcaag aatttctaat 
aaatcgtgaa " 

4321 tttctagaca tacatatcat aatttcgtca aagcgagcct acacctagtt 
ttgagctaca 

4381 taactctttt cttttttttt ttatgattag gaggtttcaa aacccttgga 
cccataattt 

4441 cttataatta gttttgtaat actaaattta ccattgagag cgacctctcg 
tcactagtaa 

4501 ttcgaagatc tcatattcat gacctatatt aaccatcttc cagtcaagta 
atttcaatcg 

4561 aaattcatca aaatcatata tttaacttag taatcacata tgatatggct 
aatatacgta 

4 621 atataacgat aaagatttct tcacgctttg atattccata aagcaatgga 
aatatggaat 

4681 ggaagaaaac atttgaattt tacaagaaac aataaataga aggcctacaa 
aacatgacaa 

4741 cccacacaca cacacacgaa aagagaaaat ataaagaagg acatgtaacg 
tgacgtagcg 

4801 tagatctcca ttcactccaa tcgttttgca tggagcatgc atgtgtgtgt 
accgtgcacg 
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4 8 61 tagtagagac cacacaactc cttcataaaa gccctctctc tcttaccatc 
accaaaacac 

4921 aacaatccga tcagaaaat 



* 

i 
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Resumo 

PRODUTO FARMACfeUTICO E PROCESSO PARA SUA PRODUgAO 




5 Sao revelados produtos farmaceuticos uteis no tratamento de alergias, 

doengas autoimunes, na vacinagao de mamfferos, e em aplicagoes 
diagnosticas in vitro, estes produtos compreendendo graos de polen que 
contem sua composigao proteica alterada atraves de modificagao gen6tica na 
planta que o produz; o processo de produgao dos referidos produtos 

0 farmaceuticos compreende o cultivo de plantas com modificagao genetica que 
proporciona a alteragao da composigao molecular dos graos de polen. 



